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Le diabéte est une maladie métabolique caractérisée par une hyperglycémie chronique, c’est-
a-dire une glycémie a jeun supérieure a 1,26 g/L, soit 7 mmol/L. La prévalence du diabéte est en
augmentation dans le monde et génere un coGt humain, social et économique important (Zheng et al.,
2018). En effet, on dénombre en 2019, 463 millions de diabétiques dans le monde parmi les adultes
agés de 20 a 79 ans, soit 1 personne sur 11, et la prévalence du prédiabéte en France est estimée entre
10 et 15 %. Le diabéte est une pathologie grave en raison de ses complications, notamment les
complications cardiovasculaires et rénales. Pres de 4,2 millions de décées dans le monde en 2019 sont
imputés au diabete. De plus, les dépenses mondiales de santé liées au diabéte en 2019 sont estimées

a 760,3 milliards USD par la Fédération Internationale du Diabéte (FID, 2019).

On distingue notamment deux types de diabete : le diabete de type 1 qui résulte d’une
destruction auto-immune des cellules B pancréatiques ; et le diabéte de type 2 qui combine une
résistance a linsuline et un déficit de sécrétion d’insuline. Linsuline est la seule hormone
hypoglycémiante. Elle est produite et sécrétée par les cellules B des ilots de Langerhans du pancréas,
essentiellement en réponse a une élévation de la glycémie. Les mécanismes de sécrétion d’insuline
induite par le glucose décrivent une succession d’étapes de la machinerie cellulaire indispensable
comme la phosphorylation oxydative mitochondriale, la dépolarisation de la membrane plasmique et
I’entrée de calcium dans la cellule. Le diabéte de type 2 est précédé d’une phase de prédiabete
correspondant a une diminution de la sensibilité a I'insuline, compensée par une hypersécrétion
d’insuline. En fonction de prédispositions génétiques et de facteurs environnementaux, le stade
prédiabéte peut évoluer vers le stade de diabéte de type 2 (Tabdk et al., 2012). A ce stade, des
phénomeénes de gluco- et lipotoxicité, ainsi qu’une inflammation de bas grade vont contribuer a
I"apparition de stress oxydant et provoquer une dysfonction et une apoptose des cellules B (Poitout
and Robertson, 2008; Boni-Schnetzler and Meier, 2019). Cependant, dés le stade de prédiabéte, la
lipotoxicité et I'inflammation peuvent conduire a une dysfonction précoce de la cellule § (O’Neill et al.,
2013; Alejandro et al., 2015). Ainsi, la cellule B joue un réle central dans la physiopathologie du diabéete
de type 2. Il apparait donc intéressant d’étudier si des modulateurs pharmacologiques, comme les
flavonoides, pourraient protéger ou restaurer la fonctionnalité des cellules B pancréatiques, dans le

but de retarder I'apparition, voire de traiter le diabéte de type 2.

Les flavonoides sont des molécules naturelles retrouvées dans de nombreux végétaux
consommés par I'homme, ce qui constitue une mine de molécules trés abondante et variée. Les
principales sources alimentaires sont les fruits, les [égumes, le vin, le thé et le café. Les flavonoides

sont caractérisés par un noyau flavane de 15 atomes de carbone, disposés en trois cycles A, B et C

11



Introduction

(Crozier et al., 2008; Del Rio et al., 2012). Plusieurs travaux ont révélé que certains d’entre eux seraient
dotés d’activités pharmacologiques a potentiel thérapeutique et induiraient des effets bénéfiques
dans de nombreuses pathologies (Williamson et al., 2018). Ces résultats sont corroborés par des
études précliniques ayant démontré l'intérét de ces molécules dans le traitement de maladies
cardiovasculaires, du cancer, de troubles neurodégénératifs et du diabete (Del Rio et al., 2012;
Rodriguez-Mateos et al., 2014; Dall’Asta et al., 2015; Zanotti et al., 2015). Chez 'Homme, de
nombreuses études épidémiologiques suggérent que la consommation réguliere de végétaux, riches
en polyphénols, serait associée a un risque plus faible de développer ce type de maladies chroniques
(Hartley et al., 2013; Wang et al., 2014). Ainsi, les flavonoides constituent une source de molécules
d’origine naturelle avec un potentiel thérapeutique qui reste amplement a explorer. La quercétine est
largement répandue dans le regne végétal, et par conséquent, est un des flavonoides les plus étudié
au niveau expérimental. || a été montré que la quercétine joue différents roles dans I'homéostasie
glucidique. Elle est impliquée dans l'inhibition de I'absorption intestinale du glucose et dans la
sensibilisation a I'insuline en améliorant sa captation par les tissus cibles. Elle participe également a la

potentialisation de la sécrétion d’insuline induite par le glucose (Youl et al., 2010; Shi et al., 2019).

Ainsi, le diabéte est une pathologie qui touche presque 10 % de la population mondiale et dont
les complications peuvent étre dramatiques. Les traitements existants ont pour but de normaliser la
glycémie afin d’éviter les complications sans avoir d’action curative véritable. De plus, ils ne sont pas
dénués d’effets indésirables (troubles digestifs, hypoglycémie, prise de poids...) et peuvent impacter
la qualité de vie du patient (surveillance quotidienne de la glycémie, nécessité de la voie parentérale...).
Les flavonoides sont des composés naturels retrouvés dans de nombreux végétaux. Leur
consommation a travers |’alimentation a montré des effets bénéfiques sur de nombreuses pathologies
chroniques, mais les mécanismes d’action restent pour la plupart peu ou pas connus (Williamson et
al., 2018). Il est donc légitime de se demander si ces flavonoides sont capables d’agir sur les cellules B
pancréatiques, lesquelles ont un role déterminant dans la physiopathologie du diabéte de type 2, afin
d’améliorer ou de restaurer la sécrétion d’insuline. Dans une partie bibliographique, ce travail de these
s'appliquera a préciser les mécanismes de sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques et le
contexte du diabéete de type 2, avant de résumer les dernieres connaissances sur les capacités des
flavonoides a moduler la sécrétion d’insuline, I'activité des canaux calciques et les fonctions
mitochondriales. Dans une seconde partie expérimentale, nous étudierons les effets des flavonoides
sur les cellules B : tout d’abord en étudiant I'activité et le mécanisme d’action du résokaempférol, de
la morine et de la galangine sur la sécrétion d’insuline induite par le glucose ainsi que sur la protection

des cellules B contre le stress oxydant. De plus, dans une derniére partie, une étude de relation

12



Introduction

structure-activité sur la sécrétion d’insuline sera menée dans le but d’identifier les déterminants
structuraux nécessaires a l'activité des flavonoides afin d’obtenir la molécule la plus efficace pour

potentialiser la sécrétion d’insuline induite par le glucose.
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Partie bibliographique - La cellule B pancréatique

1 La cellule B pancréatique

1.1 Anatomie, histologie et fonctions du pancréas

Le pancréas est un organe situé en position rétro-péritonéale dans la cavité abdominale. Il est
formé de quatre parties : la téte enchassée dans le cadre duodénal est la partie la plus large ; I'isthme
ou col situé en avant de la veine porte fait le lien entre la téte et le corps ; le corps de forme allongée
est en position oblique en direction du haut, de la gauche et de l'arriere ; enfin la queue prolonge le

pancréas dans la méme direction que le corps jusqu’a la rate. Figure 1.

Le pancréas appartient au systeme digestif et au systéme endocrinien par ses fonctions
exocrines et endocrines : il s’agit un organe amphicrine. 98 % du poids du pancréas est dédié a ses
fonctions exocrines. Le pancréas exocrine est composé majoritairement de cellules acineuses formant
des acini. Elles synthétisent les enzymes qui entrent dans la composition du suc pancréatique, lequel
se déverse dans le duodénum pour jouer un role important dans la digestion des aliments. Dispersés
dans le parenchyme pancréatique, les ilots de Langerhans représentent 1 a 2 % de la masse du
pancréas, et forment le pancréas endocrine. Figure 1. Chez ’lhomme, on estime entre 3,2 et 14,8

millions le nombre d’ilots de Langerhans (Da Silva Xavier, 2018).

Les flots de Langerhans sont de forme ronde ou ovoide et composés de 50 a 3000 cellules
divisées en cing types majoritaires, classées en fonction de la principale hormone qu’elles sécretent :
les cellules a sécrétrices du glucagon dont I'action est hyperglycémiante, les cellules B sécrétrices
d’insuline seule hormone hypoglycémiante, les cellules & sécrétrices de la somatostatine qui inhibe la
sécrétion de glucagon et d’insuline, les cellules PP sécrétrices du polypeptide pancréatique, et les
cellules € sécrétrices de ghréline (Wierup et al., 2014). Cependant, chaque type cellulaire posséde son
propre sécrétome constitué de plusieurs molécules (Da Silva Xavier, 2018; Hartig and Cox, 2020). La
composition cellulaire et I’architecture des flots different fortement selon les especes. Chez le rongeur,
les cellules B représentent 90 % des cellules de I'llot et sont regroupées au centre. Les cellules a
comptent pour 10 % des cellules, et sont situées en périphérie avec les cellules 6, moins de 10 % des
cellules, et les cellules PP et €, moins de 1 %. Chez ’'Homme et les primates non humains, les cellules
sont dispersées dans I'llot, 60 % sont des cellules 8, 30 % des cellules a, 5a 10 % des cellules6et2a 5
% des cellules PP, alors que les cellules € sont les moins nombreuses (Da Silva Xavier, 2018; Folli et al.,
2018). Figure 1. Par ailleurs, il est important de noter que les cellules B et les neurones partagent de

nombreuses similitudes dans leur physiologie, leur fonction, leur développement et leur expression
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génique, méme si elles n’ont pas la méme origine embryologique. En effet, la facon dont les cellules B
stockent l'insuline, recoivent et traitent les stimuli externes et, en réponse, libérent de l'insuline imite

presque exactement la facon dont les neurones stockent et libérent les neurotransmetteurs (Arntfield

and Kooy, 2011).
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Figure 1 : Anatomie et structure du pancréas (Encyclopedia Britannica, 2010).

Les flots de Langerhans sont richement vascularisés et innervés. Les hormones produites par
chaque type cellulaire peuvent étre véhiculées par le sang vers d’autres organes pour avoir une action
endocrine, ou jouer un réle local par une action autocrine et paracrine. Des fibres des systémes

nerveux sympathique et parasympathique permettent une régulation de ces sécrétions. Figure 2.
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Figure 2 : Innervation des ilots de Langerhans (Magnan and Ktorza, 2005)

1.2 Structure, synthese et effets physiologiques de I'insuline

La fonction principale des cellules B pancréatiques concerne la régulation de la glycémie a
travers la synthése et la sécrétion d’une hormone : I'insuline. L'insuline humaine est un peptide de 51
acides aminés, synthétisé et sécrété uniquement par ces cellules, les seules a exprimer le géne INS,
localisé sur le chromosome 11p15.5. Méme si chez la plupart des especes, ce gene se trouve sous
forme unique au sein du génome, le rat et la souris possedent deux exemplaires non alléliques du
géne : Ins1 et Ins2 sur le chromosome 1 pour le rat et sur les chromosomes 9 et 19 respectivement
pour la souris (Magnan and Ktorza, 2005). L'insuline humaine est composée de deux chaines A et B, de
respectivement 21 et 30 acides aminés, reliés par deux ponts disulfures, et comprenant un troisieme
pont disulfure intra caténaire sur la chaine A. Figure 3. Son poids moléculaire est de 5,8 kDa. Sa
biosynthése est régulée par de nombreux facteurs, méme si 'augmentation de la concentration de

glucose circulant en est le principal stimulateur (Poitout et al., 2006).
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La transcription du géne de I'insuline conduit a la formation d’un précurseur appelé pré-pro-
insuline de 110 acides aminés, dont la partie N-terminale, composée de 25 acides aminés
majoritairement hydrophobes et appelée peptide signal, interagit avec le complexe SRP (Signal
Recognition Particle ou particule de reconnaissance du signal) pour favoriser le passage de la pré-pro-
insuline dans la lumiere du réticulum endoplasmique. Des enzymes protéolytiques clivent alors le
peptide signal pour générer la pro-insuline de 86 acides aminés. Suite a des étapes de maturation, elle
est repliée et les trois ponts disulfures sont formés sous I’action de protéines chaperonnes. La pro-
insuline est ensuite transportée dans I'appareil de Golgi pour donner naissance a des vésicules de
sécrétions immatures. Son clivage, sur deux sites, par des endopeptidases libere I'insuline et un
peptide C de 31 acides aminés, peptide de connexion initialement localisé entre les deux chaines de
I'insuline (Magnan and Ktorza, 2005; Steiner, 2008; Sen et al., 2016; Guest, 2019). Figure 3 et Figure 4.
La vésicule devient mature et I'insuline y est contenue sous forme de cristaux hexameriques, soit six
monomeres d’insuline reliés par deux atomes de zinc (Li, 2014). Ces vésicules de sécrétion
fusionneront avec la membrane plasmique pour libérer I'insuline dans la circulation sanguine lorsqu’un

signal approprié déclenchera I’exocytose d’insuline.
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Figure 4 : Transport et maturation intracellulaires de I'insuline (Magnan and Ktorza, 2005).
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L'insuline joue un réle clé dans le métabolisme glucidique, mais pas seulement. C'est un acteur
majeur pour le métabolisme dans son ensemble, en régulant le stockage ou |'utilisation des différentes
sources d’énergie. En effet son action, essentiellement anabolique, intervient dans le métabolisme des
glucides et des lipides, et influence aussi le métabolisme des protéines. Le récepteur de I'insuline INS-R
est, par conséquent, retrouvé dans une grande majorité de tissus. Il s’agit d’un récepteur
hétérotétramérique a activité tyrosine-kinase, composé de deux chaines a extracellulaires ou se lie
I'insuline, et deux chalnes B transmembranaires portant |'activité tyrosine-kinase. L’activation de ce
récepteur favorise une autophosphorylation de sa chaine B, conduisant au recrutement a la membrane
de plusieurs substrats. Les plus décrits appartiennent a la famille des insulin receptor substrate (IRS)
qui comporte 6 isoformes (IRS 1-6). La liaison de I'insuline a son récepteur conduit a 'activation de
plusieurs voies de signalisation cellulaire, dont les principales sont : la voie des MAP-kinases, impliquée
dans la différenciation et la prolifération cellulaire ; et la voie de la PI3-kinase qui, via I'activation de
Akt aussi appelé PKB (protéine kinase B), dirige les actions de I'insuline sur le métabolisme (Landry and

Gies, 2014; Petersen and Shulman, 2018).

L'insuline est indispensable au métabolisme glucidique car elle est la seule hormone a action
hypoglycémiante. Sa liaison a son récepteur induit |la translocation des transporteurs au glucose GLUT4
ala membrane plasmique des cellules musculaires et des adipocytes afin d’en augmenter la captation.
Le glucose y sera dégradé par glycolyse ou stocké sous forme de glycogene (glycogénogenése). Au
niveau hépatique, I'insuline inhibe la néoglucogenése en diminuant I'expression des genes d’enzymes
clés (phosphoénolpyruvate carboxylase, fructose-1,6-bisphosphatase, glucose-6-phosphatase) et
stimule la glycolyse ainsi que la glycogénogeneése. Il en résulte une augmentation de la dégradation et
du stockage du glucose, et une diminution de la formation du glucose, ce qui se répercute par une
baisse de la glycémie au niveau systémique (Petersen and Shulman, 2018; Vargas et al., 2020).
Concernant le métabolisme lipidique, I'action principale de I'insuline est I'inhibition de la lipolyse dans
le tissu adipeux. En effet, I'insuline favorise la synthése des lipides et inhibe leur dégradation. Quant
au métabolisme protéique, I'insuline augmente la synthése des protéines et inhibe leur catabolisme
(Dimitriadis et al., 2011). L'insuline est aussi capable de traverser la barriere hémato-encéphalique
pour réguler I'appétit et les dépenses énergétiques en réduisant I’expression des peptides orexigenes

NPY (Neuropeptide Y) et AgRP (Agouti-related peptide) (Tokarz et al., 2018).
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1.3 Sécrétion d’insuline

1.3.1 Sécrétion d’insuline induite par le glucose

1.3.1.1 Glycolyse et devenir du pyruvate

Le glucose circulant entre dans les cellules B du pancréas par ses transporteurs GLUT1
(également appelé SLC2A1) et GLUT3 (SLC2A3) chez 'homme, ou GLUT2 (SLC2A2) chez les rongeurs
(McCulloch et al., 2011). Dans la cellule B, le glucose est métabolisé par la voie de la glycolyse,
également appelée voie d’'Embden-Meyerhof-Parnas. Méme si le métabolisme du glucose est dirigé a
plus de 90 % vers la voie de la glycolyse, une faible part de glucose peut s’engager dans la voie des
pentoses-phosphate. Cette voie anabolique permet la transformation du glucose en ribose-5-P, avec
formation de coenzymes réduits (NADPH). Le ribose-5-P est utilisé par les cellules pour la synthese de
précurseurs des acides nucléiques (ARN et ADN) et des coenzymes nucléotidiques (NAD*, NADP*, FAD,
coenzyme A). La glycolyse s’effectue dans le cytosol en condition anaérobie pour aboutir, a partir d’une
molécule de glucose, a la formation de deux molécules de pyruvate et des molécules riches en énergie
(2 ATP et 2 NADH,H"). Figure 5. La premiere grande étape de la glycolyse est la phosphorylation du
glucose en glucose-6-phosphate puis en fructose-1,6-bisphophate, grace notamment a I'action de la
glucokinase, et consomme deux molécules d’ATP. Le fructose-1,6-bisphophate est ensuite clivé pour
donner deux molécules de glycéraldéhyde 3-phosphate. Chaque molécule de glycéraldéhyde 3-
phosphate va étre oxydée pour produire une molécule de pyruvate, une de NADH,H", et deux d’ATP
(Hecketsweiler and Hecketsweiler, 2004). Il est a noter que la gluconéogenese est faible dans les
cellules B en raison de I'expression limitée de la phosphoénolpyruvate-carboxykinase et de la fructose
1,6-bisphosphatase, responsables du « chemin inverse » : la transformation du pyruvate en glucose
(Da Silva Xavier and Rutter, 2020). Le bilan du métabolisme d’une molécule de glucose par la voie de
la glycolyse est la synthése de 2 molécules de pyruvate, de 2 molécules d’ATP et de 2 molécules de

NADH,H*.
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Figure 5 : Représentation schématique de la glycolyse (Seronie-Vivien, 2015).

Il est important de souligner que les cellules B expriment un niveau élevé du géne de la

glycérol-3-phosphate déshydrogénase (Sekine et al., 1994). Cette enzyme permet le transfert du

pouvoir réducteur du NADH,H* produit par la glycolyse, sur le FAD (qui deviendra FADH,) présent dans

la mitochondrie pour alimenter la chaine respiratoire mitochondriale.
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Le pyruvate se situe a un carrefour métabolique important qui marque la fin de la voie de la
glycolyse, mais qui est aussi le produit de la dégradation de plusieurs acides aminés. En condition
anaérobie, le pyruvate est transformé en lactate grace a la lactate déshydrogénase, afin d’assurer aux
tissus anaérobies un apport énergétique performant grace au cycle de Cori (glycolyse anaérobie dans
les muscles, puis gluconéogenése et glycogénonéogenese dans le foie). En condition aérobie, le
pyruvate pénetre dans la mitochondrie grace a son transporteur spécifique, pour étre oxydé et
décarboxylé en acétyl-Coenzyme A (acétyl-CoA) par le complexe enzymatique pyruvate
déshydrogénase avec la formation d’un NADH,H*. (Hecketsweiler and Hecketsweiler, 2004). Les
cellules B n’exprimant pas les genes de la lactate déshydrogénase et du transporteur de
monocarboxylate (MCT-1 / SLC16A1, transporteur membranaire du pyruvate), la totalité du pyruvate

formé conduit a la formation d’acétyl-CoA (Sekine et al., 1994; Ishihara et al., 1999).

1.3.1.2 Lecycle de Krebs

L’acétyl-CoA est le principal substrat du cycle Krebs, également appelé cycle de I'acide citrique
ou cycle des acides tricarboxyliques (TCA). Le cycle de Krebs a lieu dans la matrice mitochondriale et
consiste en huit réactions successives permettant d’oxyder |'acétyl-CoA en CO, avec libération de
coenzymes réduits : NADH,H* et FADH,, utilisés par la suite dans la chaine des phosphorylations
oxydatives (OXPHOS) mitochondriale. Figure 6. La premiére étape consiste en la condensation d’une
molécule d’acétyl-CoA avec une molécule d’oxaloacétate pour former une molécule de citrate grace a
la citrate-synthase. L’aconitase va ensuite isomériser le citrate en isocitrate. Celui-ci subit une premiére
décarboxylation oxydative via lisocitrate-déshygrogénase pour conduire a la formation d’'a-
cétoglutarate, avec réduction d’'une molécule de NAD* en NADH,H* et libération d’'une molécule de
CO,. L'a-cétoglutarate subit alors une deuxieme décarboxylation oxydative via I'a-cétoglutarate-
déshydrogénase pour conduire, lui, a la formation de succinyl-CoA, avec également réduction d’une
molécule de NAD* en NADH,H* et libération d’une molécule de CO,. Le succinyl-CoA est ensuite
transformé en succinate par la succinyl-thiokinase en libérant une molécule de GTP qui induira la
transformation d’une molécule d’ADP en ATP. La réaction suivante met en jeu la succinate-
déshydrogénase. C'est la seule enzyme non soluble du cycle de Krebs, elle est fixée a la membrane
interne mitochondriale et appartient au complexe Il de la chaine respiratoire mitochondriale. Elle
oxyde le succinate en fumarate et réduit une molécule de FAD en FADH,. Le cycle de Krebs se poursuit

avec I’hydratation du fumarate par la fumarase conduisant au malate. Enfin, le malate est oxydé en
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oxaloacétate par la malate-déshydrogénase, avec réduction d’'une molécule de NAD* en NADH,H".
L’oxaloacétate régénéré peut ainsi recommencer un nouveau cycle (Hecketsweiler and Hecketsweiler,

2004). Le bilan énergétique du cycle de Krebs établit que chaque molécule d’acétyl-CoA produit une

molécule d’ATP, 3 molécules de NADH,H*, et une molécule de FADH,.

Complexe I Complexe 11 Complexe III Complexe IV Complexe V
NADH ubiquinone Succinate Ubiquinol Cytochrome c ATP synthase
oxydoréductase déshydrogénase cytochrome ¢ oxydase
réductase
Espace 4 H* 4 H* 2 hH

intermembranaire

Ubiquinone

dddigasddansisass
Membrane e sadss

interne h“

Matrice
mitochondriale

NADH, H*
ATP
Succinate Fumarate

ATP \

X
6TP Malate v
GDP
+ Pi
NADH, H*
Succinyl-CoA Cycle de
Oxaloacétate .
Krebs Acétyl-CoA
NADH, H*
NAD*
a-cétoglutarate .
Citrate
NADH, H* Isocitrate /

NAD*

Figure 6 : Cycle de Krebs et chaine des phosphorylations oxydatives mitochondriale.
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1.3.1.3 Lachaine des phosphorylations oxydatives mitochondriale

La chaine des phosphorylations oxydatives (OXPHOS) mitochondriale est composée de cing
complexes. Les quatre premiers forment la chaine respiratoire mitochondriale, qui, grace a des
réactions d’oxydoréduction, favorise le passage de protons H* de la matrice mitochondriale vers
I’espace intermembranaire. Ils utilisent les coenzymes réduits, provenant principalement du cycle de
Krebs, et I'oxygene de I'air. Le cinquieme complexe permet la synthese de I’ATP lors du retour des
protons dans la matrice. Les complexes |, II, Il et IV sont des complexes enchassés dans la membrane
interne mitochondriale, qui possedent des éléments participant aux transports d’électrons. Figure 6.
En effet, les réactions d’oxydoréduction mises en jeu par ces complexes conduisent au transfert de
protons et d’électrons des coenzymes réduits NADH,H" et FADH, vers I'oxygene pour former de I'eau.
Le complexe |, appelé NADH - ubiquinone - oxydoréductase, récupere les équivalents réducteurs du
NADH,H* pour les céder a I'ubiquinone (également appelée Coenzyme Q), en libérant 4 protons dans
I’espace intermembranaire. Le complexe Il, succinate — ubiquinone - oxydoréductase, récupéere les
équivalents réducteurs du FADH, pour les céder a l'ubiquinone, mais sans libérer de protons.
L'ubiquinone, devenue ubiquinol (QH,) sous forme réduite, est un élément lipidique mobile de Ia
membrane interne. Elle fait le lien entre les deux voies d’entrée dans la chaine de respiration par les
complexes | ou Il avec le complexe Ill. Le complexe Ill, ubiquinol - cytochrome ¢ - oxydoréductase,
oxyde I'ubiquinol et sépare les électrons et les protons : les électrons sont transférés au cytochrome
¢, 2 protons sont relachés dans I’espace intermembranaire et 2 autres protons vont étre captés depuis
la matrice vers I'espace intermenbranaire via le transfert des électrons. Au total, 4 protons sont
transférés dans I’espace intermembranaire au niveau du complexe Il pour une molécule d’ubiquinol
oxydée. Le cytochrome c est une protéine mobile sur la face externe de la membrane interne qui assure
le transfert des électrons entre les complexes lll et IV. Le complexe IV, cytochrome c - oxydase, catalyse
la réduction d’une molécule de O, en 2 molécules d’H,0, et en libérant 2 protons dans I'espace
intermembranaire. Ainsi, I’oxydation d’'un NADH,H* et d’'un FADH, génere respectivement un flux de
10 et 6 H*. D’apres la théorie chimio-osmotique de Mitchell, les complexes I, lll et IV fonctionnent donc
comme des pompes a protons pour créer un gradient électrochimique de protons de part et d’autre
de la membrane interne mitochondriale. L’accumulation de protons dans I’espace intermembranaire
crée une force proton motrice en raison de I'imperméabilité de la membrane interne. Cette énergie
est utilisée par le complexe V, ATP synthase (ou FOF1-ATPase), pour produire de I’ATP. Le complexe V
est constitué de plusieurs sous-unités formant un rotor et un stator. Le flux de 4 protons va induire un

mouvement rotatif qui conduira a la phosphorylation d’'une molécule d’ADP en ATP. Il en résulte que
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chaque NADH,H* ou FADH; produit respectivement 2,5 ou 1,5 ATP. Ces valeurs sont traditionnellement

arrondies a 3 et 2 ATP (Hecketsweiler and Hecketsweiler, 2004).

L’ATP ainsi produite peut rejoindre le cytosol grace au transporteur ATP/ADP translocase (ANT)
en échange d’une molécule ADP. Le métabolisme de chaque molécule de glucose peut donc conduire
a la formation de 36 molécules d’ATP dans les cellules B pancréatiques. La glycolyse produit 2 ATP
directement et 2 NADH,H* qui seront transformés en FADH, lors de leur passage dans la mitochondrie
et qui donneront 4 ATP. L’oxydation de 2 pyruvate en 2 acétyl-CoA favorise la production de 6 ATP par
I'intermédiaire de 2 NADH,H". Enfin, I'oxydation de 2 acétyl-CoA par le cycle de Krebs conduit a la
production de 24 ATP (2 formées par I'intermédiaire de 2 GTP et 22 grace a I’oxydation de 6 NADH,H*
et 2 FADH,).

1.3.1.4 Les canaux potassiques ATP dépendants

L’ATP produite par la chaine des phosphorylations oxydatives, et donc I'augmentation du ratio
ATP/ADP va induire la fermeture des canaux potassiques sensibles a ’ATP (canaux potassiques ATP
dépendants, Karp). Il s’agit de complexes protéiques membranaires hétéro-octamériques composés de
4 sous-unités kiré (inward-rectifier potassium channel 6) délimitant le pore du canal, et de 4 sous-
unités régulatrices SUR1 (sulfonylurea receptor 1) de la famille ABCC (ATP-binding cassette, sous-
famille C). Ces sous-unités SUR1 possedent deux domaines capables de lier les nucléotides et de les
hydrolyser, appelées NBF1 et NBF2 (ou NBD, nucleotide binding folds ou domains). La liaison de I'ATP
cytosolique aux sous-unités Kir6.2 stabiliserait la fermeture du canal. Cependant, la régulation du canal
résulte surtout des effets des nucléotides sur la sous-unité SUR1. L'ATP se lie au domaine NBF1 d'une
maniére indépendante au Mg?*, alors que la liaison de I'ATP et de I'ADP au domaine NBF2 nécessite du
Mg?*. Les changements de conformation associés a la liaison et I’hydrolyse du MgATP au niveau des
NBF sont vraisemblablement transmis aux sous-unités Kir6.2, stabilisant I'état de fermeture du pore
du canal. A l'inverse, la liaison du MgADP au NBF2 semble suffisante pour maintenir I'ouverture du
canal, en stabilisant I'état post-hydrolytique de NBF2. Figure 7. Ainsi, I'augmentation du ratio ATP/ADP,
et non I’ATP seule, provoque la fermeture des Karp. L’arrét du flux sortant de potassium conduit a une
dépolarisation de la membrane plasmique (Seino, 1999; Zingman et al., 2001; Remedi and Nichols,

2016; Li et al., 2017a).
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Figure 7 : Représentation du canal potassique ATP dépendant (Remedi and Nichols, 2016).

1.3.1.5 Les canaux calciques voltage dépendants

La dépolarisation de la membrane plasmique permet |'activation, et donc I'ouverture, de
canaux calciques voltage dépendants (Cay ou VDCC), conduisant a une entrée de calcium dans la cellule
B. Ces canaux sont constitués d’une sous-unité a; formant un pore, et de 3 classes distinctes de sous-
unités auxiliaires : une sous-unité intracellulaire B et un complexe de sous-unités a,6 associées a la
membrane et liées entre-elles par un pont disulfure. Une sous-unité transmembranaire
supplémentaire y peut étre associée a la sous-unité a; des canaux Cayl.1 du muscle squelettique. Ces
sous-unités auxiliaires influencent I'ouverture du canal ainsi que le repliement des protéines qui le
composent et leur insertion dans la membrane plasmique (Alexander et al., 2019; Catterall et al.,

2020). Figure 8.
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Figure 8 : Représentation d’un canal calcique voltage dépendant de muscle squelettique. Les lignes
courbes noires représentent des chaines glucidiques. Les P dans un cercle représentent les sites de
phosphorylation des protéines. La sous-unité o6 est liée a la membrane grace a une ancre
glycosylphosphatidylinositol (Nanou and Catterall, 2018; Catterall et al., 2020).

La sous-unité a; formant le pore du canal concentre les sites de liaison de la plupart des
agonistes et antagonistes. 10 sous-unités a; ont été clonées et sont regroupées en trois familles
(Alexander et al., 2019), Tableau 1 :

- les Cayl.x : activés par haut voltage et sensibles aux dihydropyridines, induisant un
courant calcique de type L ;

- les Cay2.x : activés par haut voltage et insensibles aux dihydropyridines, induisant
un courant calcique de type P/Q, NouR ;

- les Cay3.x : activés par bas voltage, induisant un courant calcique de type T.
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Tableau 1 : Les différentes sous-unités a; des canaux calciques voltage dépendants avec les courants
calciques et le géne correspondant (d'apres Rorsman and Ashcroft, 2018; Alexander et al., 2019).

Sous-unité a;  Courant calcique Géne
1.1 L CACNA1S
1.2 L CACNAIC
1.3 L CACNA1D
1.4 L CACNAIF
2.1 P/Q CACNA1IA
2.2 N CACNA1B
2.3 R CACNAIE
3.1 T CACNA1G
3.2 T CACNAIH
3.3 T CACNA1I

Les Cayl.2 sont particulierement impliqués dans la premiere phase de la sécrétion d’insuline.
Les cellules B pancréatiques de souris expriment des canaux calciques Cay1.2 (Cacnalc) mais aussi
Cayl.3 (Cacnald), Cav2.2 (Cacnalb)et Cay2.1 (Cacnala). Les cellules B pancréatiques humaines
different sensiblement. Elles expriment les Cayl.2 et Cayl.3 (CACNAIC et CACNAI1D), les Cay2.1
(CACNA1A) et les Cay3.2 (CACNA1H). Les Cay2.2 (CACNA1B) sont exprimés a des niveaux inférieurs a

ceux des cellules de souris (Rorsman and Ashcroft, 2018). Figure 9.
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Figure 9 : Expression relative des génes codants pour les sous-unités a; des Cay chez la souris et
chez ’Homme dans la cellule B pancréatique (Rorsman and Ashcroft, 2018).
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1.3.1.6 Role du calcium intracellulaire

Dans la cellule, le calcium initie de nombreuses cascades de signalisation. Une de ces voies de
signalisation cellulaire concerne la calmoduline (CaM : calcium-modulated protein). Liée au calcium, la
CaM subit un changement de conformation, lui permettant d'activer a son tour de nombreuses cibles
en aval. Les interactions entre la CaM et ses partenaires sont trés diverses : certaines protéines y sont
presque continuellement liées, tandis que d'autres interagissent avec la CaM spécifiquement dans des
conditions de faible ou de forte concentration en calcium. L'activation de ses cibles par la CaM peut
faciliter une dimérisation, induire un remodelage des sites actifs ou supprimer des autoinhibitions. Les
CAMK (Ca?*/Calmodulin-dependent protein kinase) sont des protéines activées par la CaM liée au
calcium. Parmi les cibles des CAMK figure le facteur de transcription CREB (cAMP response element-
binding protein). Dans des conditions de faible concentration en calcium intracellulaire, CREB reste
inactif. Lorsque la concentration en calcium intracellulaire augmente, cela entraine une activation de
CREB par une voie dépendante de la CAMK. CREB phosphorylé interagit ensuite avec ses cofacteurs
CRTC2 (CREB regulated transcription coactivator 2) et CBP (CREB binding protein) pour promouvoir la
transcription de genes cibles, dont celui de l'insuline. Parmi les autres voies de signalisation,
I'augmentation de calcium intracellulaire dans les cellules B stimule la voie d’activation ERK/MAPK
(Extracellular signal-regulated kinases/Mitogen-activated protein kinases), médiée par |'activation de
Ras-GEF et B-Raf via la calmoduline et la calcineurine respectivement. ERK1/2 (p42/44) participent au
contréle de processus cellulaires clés comme la survie, la prolifération et la transcription de genes dont
ceux liés aux mécanismes d’exocytose. La signalisation calcique peut également favoriser la sécrétion
d'insuline en stimulant I'activité mitochondriale par un processus appelé "Ca?*-metabolic coupling".
Les périodes de fortes sécrétions d'insuline nécessitent une activité mitochondriale accrue pour
reconstituer les réserves en ATP qui soutiennent la dépolarisation membranaire et la libération
d'insuline. L'afflux de calcium et I'activation conséquente des CAMK sont nécessaires pour cet
accroissement de la fonction mitochondriale en stimulant la phosphorylation oxydative (Sabatini et al.,

2019; Toubal et al., 2020).

Par ailleurs, I'augmentation de la concentration de calcium intracellulaire active des voies de
signalisation liées au calcium aboutissant a I'exocytose des vésicules de sécrétion contenant I'insuline.
Ce mécanisme favorise la réorganisation du cytosquelette pour favoriser la migration des vésicules
vers la membrane et la mobilisation de protéines permettant la fusion des membranes. C'est le cas
des synaptotagmines qui sont des protéines transmembranaires a domaine C2. Les domaines C2

correspondent a des séquences arrangées en feuillets B et séparées par des boucles flexibles. Ces
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boucles peuvent se resserrer aprés liaison de calcium et ainsi modifier la conformation de la protéine
pour moduler son activité enzymatique ou son affinité envers d’autres acteurs moléculaires.
L"augmentation du calcium intracellulaire va donc favoriser les interactions des synaptotagmines avec
les phospholipides membranaires et les protéines de la famille SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor (NSF) attachment protein (SNAP) receptor). Ces interactions, en combinaison avec
I’activation d’autres protéines dépendantes du calcium, sont des prérequis aux mécanismes

d’exocytose des vésicules de sécrétion (Landry and Gies, 2014).

1.3.1.7 Exocytose des granules de sécrétion

Le cytosquelette est principalement composé de filaments d’actine et de microtubules.
L'actine se présente sous une forme polymérisée (actine-F fibrillaire) ou sous forme libre (actine-G
globulaire). La dynamique de polymérisation et dépolymérisation des filaments d’actine régule la
migration des vésicules a la membrane. Le métabolisme du glucose permet une réorganisation de ces
filaments pour favoriser I'adressage des vésicules d’insuline a la membrane. Il améliore également la
polymérisation des microtubules qui jouent un réle dans le déplacement des vésicules de sécrétion
par I'intermédiaire de la kinésine, protéine dépendante de I’ATP (Wang and Thurmond, 2009). En
réponse au calcium, le processus d’exocytose va mettre en jeu des protéines possédant des motifs
particuliers et regroupées sous le terme de protéines de la famille SNARE, responsable de la fusion des

vésicules de sécrétion avec la membrane. Figure 10.

Il existe deux types de protéines SNARE :

- les v-SNARE localisées a la surface des vésicules. Ce sont de petites protéines avec un domaine
transmembranaire C-terminal, et comprenant notamment la synaptobrévine, protéine de la famille
VAMP (vesicle-associated membrane protein), qui posséde un motif R-SNARE (R pour arginine).

- les t-SNARE, localisées a la surface des membranes cibles (target). Les t-SNARE de la
membrane plasmique sont représentées par la syntaxine, et SNAP-25 (synaptosomal nerve-associated
protein 25). La syntaxine posséde un domaine transmembranaire au niveau C-terminal, un domaine
appelé Qa-SNARE (ou H3-SNARE, Q pour glutamine), et une région régulatrice nommée Habc au niveau
N-terminal. SNAP-25 est une protéine lipidique ancrée dans la membrane sur laquelle sont présents

deux domaines SNARE : Qb-SNARE et Qc-SNARE, respectivement en position N-terminal et C-terminal.
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Figure 10 : Mécanismes d’exocytose des vésicules contenant I'insuline (Vakilian et al., 2019).

L’exocytose est déclenchée par I'augmentation du calcium intracellulaire. Celui-ci va pouvoir
se lier a la complexine, protéine cytosolique, et a la synaptotagmine (ou synaptogamine), présente a
la membrane des vésicules contenant I'insuline, et possédant 2 sites de liaison au calcium C2A et C2B
du coté C-terminal. La premiere étape d’amorgage fait intervenir la syntaxine (t-SNARE). En condition
basale, son domaine Habc présente une conformation fermée inactivée (closed) par association des
domaines Habc et Qa de la syntaxine, et stabilisée par la protéine Munc 18.1. C’est la protéine Munc
13.1, en coopération avec Munc 18.1 et des petites protéines GTPases comme RIM et Rab3A, qui
permet la transition vers la conformation ouverte activée (open) du domaine Habc et la libération du
domaine Qa. La synaptotagmine de la vésicule, activée par le calcium, coopére avec la syntaxine et
SNAP-25 (t-SNARE) pour attirer et recruter la synaptobrévine (v-SNARE) de la vésicule afin de former
le complexe appelé trans-SNARE. Celui-ci est constitué par 4 hélices paralléles provenant chacune de
la synaptobrévine, de la syntaxine et de chaque extrémité de SNAP-25. Au centre de ce complexe
fermé par des résidus leucine (leucine-zipper), se trouve la couche ionique zéro (zero ionic layer)
stabilisée par des interactions électrostatiques entre I’arginine du R-SNARE de la synaptobrévine et les

glutamines de Qa-, Qb- et Qc-SNARE de la syntaxine et de SNAP-25. Ce complexe trans-SNARE permet
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le rapprochement des membranes, et la formation d’un pore de fusion qui va s’agrandir pour pouvoir
libérer I'insuline. Le NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor), protéine de la famille des AAA-ATPase
(ATPases Associées a diverses Activités cellulaires) et son cofacteur SNAP (Soluble NSF Attachment
Protein) désassemble ensuite le complexe en hydrolysant une molécule d’ATP pour recycler les

molécules SNARE en vue d’une nouvelle fusion (Jewell et al., 2010; Vakilian et al., 2019).

Il existe plusieurs pools de vésicules contenant I'insuline. Le premier est constitué des vésicules
proches ou amarrées a la membrane, facilement mobilisables, appelé RRP (readily releasable pool).
Celui-ci inclut le pool hypersensible au calcium appelé HCSP (highly calcium sensitive pool). Le second
pool nécessite d’étre acheminé vers la membrane pour I’exocytose, c’est un pool de réserve. En
conditions physiologiques, la sécrétion d’insuline induite par le glucose revét un caractere biphasique.
La cellule B déclenche dans un premier temps I’exocytose du pool de vésicules RRP, provoquant un pic
précoce de sécrétion d’insuline. Ce premier pic est décrit comme préparant les tissus cibles en
favorisant leur insulino-sensibilité. La mobilisation des vésicules de réserve conduit a la deuxiéme
phase de sécrétion d’insuline, au cours de laquelle I'élévation de I'insulinémie est plus tardive et plus

lente (Rorsman and Ashcroft, 2018). Figure 11.
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Figure 11 : Profil biphasique de I'insuline sécrétée en fonction du temps, en réponse au glucose (A)
et représentation de I'exocytose des différents pools de vésicules d’insuline (B). Les nombres 1, 2 et
3 indiquent respectivement le début de la premiere phase de sécrétion, la fin de la premiére phase de
sécrétion et la deuxiéme phase de sécrétion d'insuline. Les zones vertes et rouges correspondent a la
libération de vésicules RRP et du pool de réserve respectivement (Rorsman and Ashcroft, 2018).
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1.3.2 Régulation de la sécrétion d’insuline

Le glucose est le plus important sécrétagogue physiologique de I'insuline. De faibles variations
de la glycémie sont capables de moduler amplement et rapidement la sécrétion d’insuline par les
cellules B. Pour ce faire, la sécrétion d’insuline est trés finement régulée, et fait intervenir plusieurs
voies, majoritairement amplificatrices. En effet, I'insuline est une hormone essentielle au métabolisme
énergétique dans son ensemble. Elle agit sur I'utilisation et le stockage des glucides, mais aussi des
lipides et des protéines. Par conséquent, elle estindispensable au bon fonctionnement de I'organisme,
notamment en période de prise alimentaire. Ainsi, la régulation de la sécrétion d’insuline commence
juste avant I'ingestion d’aliments, par le systeme nerveux autonome, afin d’anticiper I’élévation de la
glycémie post-prandiale. Ensuite, les incrétines, hormones sécrétées par des cellules intestinales,
auront pour but de potentialiser la sécrétion d’insuline induite par le glucose. La cellule B est
également régulée par les sources alimentaires de glucides, de lipides et d'acides aminés, de sorte que
la libération d'insuline se produise a des moments appropriés pour assurer une absorption et un
stockage efficaces des nutriments par les tissus cibles. Enfin, les actions paracrines des autres cellules
de I'llot de Langerhans permettront un retour a une sécrétion d’insuline basale, ou au contraire a une

amplification selon les besoins de I'organisme.

Les voies de signalisation mises en jeu pour la régulation de la sécrétion d’insuline peuvent
notamment impliquer des canaux ioniques, des transporteurs membranaires, des récepteurs couplés
aux protéines G (RCPG) ou des cibles intracellulaires. Elles sont résumées dans la Figure 12 et détaillées

apres.

Les canaux ioniques et les transporteurs membranaires favorisent essentiellement la
dépolarisation membranaire via une entrée de charge positive. Les RCPG représentent une grande
famille de récepteurs cellulaires et sont définis par deux criteres : la présence de 7 domaines
transmembranaires et le couplage a une protéine hétérotrimérique, la protéine G, liée a un nucléotide
a guanine et permettant la transduction du signal. En effet, la protéine G est composée de trois sous-
unités a, B et y; la sous-unité a déterminant la cascade de signalisation intracellulaire mis en jeu. Il
existe trois principaux sous-types de sous-unités a : as, a; et aq. Selon la sous-unité a couplée a son

récepteur spécifique, le ligand pourra stimuler ou inhiber la sécrétion d’insuline. Tableau 2.
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Figure 12 : Principales voies de régulation de la sécrétion d’insuline. GLUT, transporteur du glucose ;
TCA, cycle de I’acide tricarboxylique ou cycle de Krebs ; OXPHOS, chaine de phosphorylation oxydative ;
mMCAT2, transporteur d'acides aminés cationiques 2; AMPA, acide amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-
isoxazole propionique ; NMDA, N-méthyl-D-aspartate ; SK4, canal potassique de faible conductance
activé par le calcium 4 ; Karp, canal potassique ATP dépendant ; Cay, canal calcique voltage dépendant ;
RCPG, récepteur couplé a une protéine G ; GIRK, canal potassique rectifiant activé par les protéines G ;
AC, adénylate cyclase ; PKA, protéine kinase A; ATP, adénosine triphosphate ; AMPc, adénosine
monophosphate cyclique; Epac, protéine d'échange directement activée par I’AMPc; PLC,
phospholipase C; PIP;, phosphatidyl inositol biphosphate; IPs, inositol triphosphate; DAG,
diacylglycérol ; PKC, protéine kinase C ; PKD1, protéine kinase D1 ; RE, réticulum endoplasmique ; RyR,
récepteur a la ryanodine.

Tableau 2 : Role des signalisations médiées par les RCPG dans la régulation de la sécrétion d’insuline.
RCPG, récepteur couplé a une protéine G; VIP, peptide vasoactif intestinal ; PACAP, peptide
hypophysaire activateur de I'adénylyl cyclase ; VPAC2, récepteur au PACAP et au VIP de type Il ; PAC1,
récepteur au PACAP de type | ; NPY, neuropeptide Y, Y1-R, récepteur au NPY 1; M3-R, récepteur
muscarinique de l'acétylcholine 3; B2-R, adrénorécepteur B,; a,-R, adrénorécepteur a,; GHSR,
récepteur de la ghréline ; GIP, peptide insulinotrope dépendant du glucose ; GIP-R, récepteur du GIP ;
GLP-1, glucagon-like peptide 1; GLP-1R, récepteur du GLP-1; GcgR, récepteur du glucagon ; SSTR,
récepteur de la somatostatine ; FFAR1, récepteur des acides gras libres 1 (d'aprés Shibasaki et al.,
2014).

Ligand RCPG ProtéineG  Sécrétion d’insuline
VIP VPAC2 Qg Stimulation
PACAP PAC1, VPAC2 Qg Stimulation
NPY Y1-R oG Inhibition
Acétylcholine M3-R aq Stimulation
Adrénaline/Noradrénaline B2-R Qg Stimulation
Adrénaline/Noradrénaline a-R oG Inhibition
Ghréline GHSR Q; Inhibition
GIP GIP-R Qg Stimulation
GLP-1 GLP-1R Qg Stimulation
Glucagon GcgR Qg Stimulation
Somatostatine SSTR 1/5 5 Inhibition
Acide gras FFAR1 Olq Stimulation
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La protéine Gas, active I'adénylate cyclase. Cette enzyme catalyse la transformation de I’ATP
en AMP cyclique (AMPc). L'augmentation de I'AMPc conduit a I'activation de la PKA (Protéine Kinase
A) et de Epac2 (exchange proteins directly activated by cAMP). La PKA est capable de phosphoryler la
sous-unité B2 des Cay de type L (favorisant I'augmentation de calcium dans la cellule), et de sensibiliser
les Katp @ I’ATP. Dans le méme temps, la PKA inhibe les canaux potassiques voltage dépendants pour
diminuer la repolarisation de la membrane et maintenir plus longtemps I'influx calcique a travers les
Cay. La PKA est aussi impliquée dans la maturation des vésicules de sécrétion et augmente le pool de
vésicules rapidement mobilisables RRP. Enfin, la PKA favorise la transcription du géne de l'insuline,
ainsi que des génes régulateurs positifs de la survie et de la prolifération cellulaire. Epac2 active les
récepteurs de la ryanodine (RYR), qui permettent le relargage du calcium du réticulum endoplasmique
dans le cytoplasme. Ce mécanisme nécessite néanmoins une entrée de calcium concomitante par les
Cay, d’olu son appellation de « calcium-induced calcium release » (CICR). Tous ces mécanismes

permettent d’amplifier la sécrétion d’insuline induite par le glucose.

La protéine Gai est, a l'inverse, inhibitrice de I’adénylate cyclase, et conduit donc a la fermeture

des canaux calciques voltage dépendants et a une inhibition de la sécrétion d’insuline.

La protéine Gaq active I'isoforme B de la phospholipase C (PLC B). Cette enzyme catalyse le
clivage du phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP;) en inositol-1,4,5-triphosphate (IPs) et
diacylglycérol (DAG). L'IP; va permettre le relargage de calcium du réticulum endoplasmique, alors que
le DAG va activer des protéines kinases C (PKC) et PKD1 (phosphorylates protein kinase D1) pour induire
un remodelage des filaments d’actine et améliorer I'efficacité du calcium a déclencher I’exocytose des

vésicules de sécrétion contenant 'insuline.

La vue et I'odeur des aliments provoquent une augmentation de I'insulinémie d’environ 25 %,
sans étre précédée d’une élévation de la glycémie. Ce mécanisme, appelé phase céphalique, est régulé
par le systéme nerveux autonome (innervation sympathique et parasympathique des flots) afin
d’anticiper I’élévation de la glycémie. Le systéme nerveux parasympathique a une action
hypoglycémiante en stimulant la sécrétion d’insuline. Son action est médiée par des voies
cholinergiques et non cholinergiques. Les voies non cholinergiques font intervenir des neuropeptides
comme le VIP (vasoactive intestinal peptide), le PACAP (pituitary adenylate cyclase activating
polypeptide), ou le GRP (gastrin-releasing peptide), qui se lient sur des RCPG couplés a une protéine

Gas.. Les fibres cholinergiques, comme leur nom l'indiquent, libérent de I'acétylcholine, laquelle va
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activer des récepteurs muscariniques M3 exprimés a la membrane des cellules B (Glemes and
Georgiou, 2018). Ces récepteurs sont des RCPG couplés a la protéine Gag, et sont aussi capables
d’activer des courants entrants de sodium, favorisant une dépolarisation de la membrane et donc
I’ouverture des Cay (Azua et al., 2011). Le systéeme nerveux sympathique est responsable de I'effet
inverse, il favorise |’hyperglycémie par une inhibition de la sécrétion d’insuline. Les fibres
adrénergiques libérent de la noradrénaline, tandis que I'action des fibres non-adrénergiques est
médiée par le neuropeptide Y (NPY) et la galanine. Figure 13. Méme si la noradrénaline est capable
de stimuler la sécrétion d’insuline a travers I’activation des récepteurs B, adrénergiques (RCPG couplés
a la protéine Gas), I'activation des récepteurs o, (RCPG couplés a la protéine Gai), plus nombreux a la
surface des cellules B I'inhibe (Magnan and Ktorza, 2005; Gliemes and Georgiou, 2018). Les sous-unités
Ga; inhibent I'activité de I’adénylate cyclase et induisent également I’ouverture des Karp favorisant une
hyperpolarisation cellulaire. Les sous-unités Gg, sont capables d’empécher I'exocytose des vésicules en
se liant au complexe SNARE et en inhibant I'interaction de la synaptotagmine avec la syntaxine et

SNAP-25 (Furman et al., 2010; Zhao et al., 2010).

Colonne intermédio- |~
Noyau dorsal du vague
latérale de
la moelle épiniere L (Bulbe rachidisn)
INerf splanchnique Nerf vague
Systeme Systeme
sympathique parasympathique
Ganglion Ganglion
ceeliaque parasympathique
I L
« Noradrénaline * Acétylcholine
* Galanine *VIP
* GRP
Cellule B
A

Sécrétion d'insuline

Figure 13 : Régulation de la sécrétion d’insuline par le systéme nerveux autonome (Magnan and
Ktorza, 2005).
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Les incrétines jouent un rdle crucial dans I'amplification de la sécrétion d’insuline. Ces
hormones synthétisées majoritairement au niveau du tube digestif lors de la prise alimentaire,
permettent une sécrétion d’insuline de fagon gluco-dépendante. Le GIP (glucose dependent
insulinotropic polypeptide) est sécrété par les cellules K du duodénum et du jéjunum proximal, et le
GLP-1 (glucagon like peptide 1) est sécrété par les cellules L de I'intestin. Le GIP agit par I'intermédiaire
de son récepteur GIP-R, et le GLP-1 se lie au récepteur GLP-1R, ces deux récepteurs étant des RCPG,

tous deux couplés a une protéine Gas (Campbell and Drucker, 2013; Mdiller et al., 2019). Figure 14.

Karp
Channel

Glucose

Pyruvate —%—)ATP !& $
\ ©) K+

e
*) cAMP —> PKA —8M8 ™
K*

Glucose ‘l’
Epac2 L ® k*
PKA
l ®

Glut 1/2

Figure 14 : Mécanisme d’action du GLP-1 sur la cellule B. L'élévation de I'AMPc induite par le GLP-1
entraine |'activation de la PKA d’Epac. L'AMPc active la PKA, qui phosphoryle la sous-unité 2 des Cay
et potentiellement les sous-unités Kir6.2 et SUR1. des Karp. Ceci sensibilise les canaux (Miller et al.,
2019).

Une hypothése propose une régulation de la sécrétion d’insuline par le glucose lui-méme,
indépendamment de son métabolisme, grace a |’existence d’un glucorécepteur : le glucose serait

capable d’activer un récepteur a la surface des cellules B, appelé « glucose-sensing receptor », pour
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stimuler son propre métabolisme. Ce glucorécepteur serait un hétérodimere entre un RCPG similaire
au récepteur du golt exprimé sur les cellules gustatives de la langue, et un RCPG calcium-sensing
receptor. L'activation de cet hétérodimére par le glucose provoquerait une augmentation rapide
d’AMPc et de calcium intracellulaire dans la cellule B ; le calcium étant décrit comme un activateur des
enzymes calcium-dépendantes du cycle de Krebs nécessaires au métabolisme du glucose (Kojima et

al., 2017).

Les lipides sont impliqués dans la régulation de la sécrétion d’insuline par I'intermédiaire d’un
récepteur exprimé a la surface des cellules, ou en tant que facteurs couplés au métabolisme (MCF) au
niveau intracellulaire. D’une part, les acides gras libres sont décrits pour activer des récepteurs de
surface FFA1/GPR40 (FFAR1), récepteurs couplés aux protéines Ga,, afin de stimuler la sécrétion
d’insuline (Imai et al., 2020). D’autre part, I'action intracellulaire des lipides suit I’hypothese de la
cascade de signalisation métabolique ACC/malonyl-CoA/CPT-1. Le métabolisme du glucose conduit a
la formation de citrate, métabolite intermédiaire du cycle de Krebs, lequel peut sortir de la
mitochondrie pour participer a la formation d’acétyl-CoA par I'ATP citrate lyase (ACL). L'acétyl-CoA,
peut étre carboxylé par I'acétyl-CoA carboxylase (ACC) pour donner le malonyl-CoA. Celui-ci est un
inhibiteur de la carnitine palmitoyltransferase-1 (CPT1), et inhibe donc le transport des acides gras vers
la mitochondrie ou se produit normalement la B-oxydation lipidique. En résulte la suppression de la
B-oxydation et une stimulation de la signalisation lipidique par I'accumulation d’acides gras libres
cytosoliques. Les acides gras n’ont alors pas d’autre choix que de rentrer dans le cycle
glycérolipides/acides gras libres (GL/FFA) pour fournir, entre autres, du monoacylglycérol (MAG), un
activateur de la protéine Munc 13-1 impliquée dans les mécanismes d’exocytose. Par ailleurs, les
acides gras libres nouvellement formés par le cycle GL/FFA peuvent également sortir de la cellule et

activer les récepteurs FFAR1 (Prentki et al., 2020).

Certains acides aminés sont aussi capables de moduler la sécrétion d’insuline. Les mécanismes
impliqués peuvent mettre en jeu des enzymes importantes comme la glutamate déshydrogénase
(GDH), alors que I’exposition chronique a certains acides aminés influence I'expression de plusieurs

genes. L'effet et I'action des principaux acides aminés sur la cellule § sont décrits ci-dessous.
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Le glutamate est un neurotransmetteur excitateur clé dans le systéme nerveux central ; il est
aussi un modulateur important de la fonction et de la viabilité des cellules endocrines. Au niveau des
cellules B pancréatiques, il peut se lier sur ses récepteurs spécifiques au niveau de la membrane
plasmique ou avoir des actions intracellulaires, mais ses produits de dégradation sont également actifs
surlasécrétion d’insuline. Les cellules a expriment fortement les récepteurs au glutamate AMPA (acide
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionique) et kainate et la liaison du glutamate a ces
récepteurs permet I'entrée d’ions sodium dans la cellule pour induire sa dépolarisation. Celle-ci active
les Cay qui déclenchent un influx de calcium dans la cellule et la sécrétion de glucagon, le glucagon
étant capable d’amplifier la sécrétion d’insuline. Les cellules a libérent également du glutamate de
facon concomitante au glucagon. Il peut ainsi agir comme boucle d’amplification pour soutenir la
libération de glucagon. Les cellules B et 6 expriment également les récepteurs AMPA/Kainate pour
activer directement la sécrétion d’insuline et de somatostatine, respectivement. En outre, la cellule B
exprime les récepteurs NMDA (N-methyl-D-aspartate) qui agissent comme régulateurs négatifs. Ces
récepteurs induisent une réouverture des Kare, et ouvrent les SK4 (small conductance Ca?*-activated
K* channel 4), d’ou une repolarisation de la membrane et et une inhibition de la sécrétion d’insuline
(Otter and Lammert, 2016; Maechler, 2017). Figure 15A. Au niveau intracellulaire, le glutamate agit
sur de nombreuses voies, en raison de sa place a l'interface entre le métabolisme des acides aminés,
du glucose et des lipides. Tout d’abord, il est capable d’améliorer I'exocytose des vésicules de sécrétion
en intervenant dans la signalisation incrétine/AMPc. Le glutamate peut aussi étre désaminé par
oxydation grace a la GDH pour former de I'a-cétoglutarate et I'ion ammonium (NH4"), avec formation
de cofacteurs réduits (NADH et NADPH). Les cofacteurs réduits stimulent la sécrétion d’insuline via la
phosphorylation oxydative, alors que I'a-cétoglutarate est un intermédiaire du cycle de Krebs. Le
glutamate est également un précurseur essentiel de la synthése de glutathion, puissant antioxydant.
Enfin, le glutamate peut étre décarboxylé en acide y-aminobutyrique (GABA) puis en y-
hydroxybutyrate (GHB), lesquels peuvent sortir de la cellule B et agir sur les cellules endocrines

adjacentes. (Gheni et al., 2014; Otter and Lammert, 2016; Maechler, 2017). Figure 15B.

La glutamine est I'acide acide aminé le plus abondant du sang, mais n’a pas d’effet sur la
sécrétion d’insuline par elle-méme. Sous I'action de la glutaminase, elle est rapidement transformée
en glutamate. L'activation de la GDH par la leucine conduit ensuite a la formation d’a-cétoglutarate,

intermédiaire du cycle de Krebs (Keane and Newsholme, 2014). Figure 15B.
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L’arginine est un acide aminé chargé positivement. Il entre dans la cellule B grace au
transporteur d'acides aminés mCAT2A. La dépolarisation membranaire induite via ce transporteur
électrogénique provoque une augmentation du calcium intracellulaire via 'ouverture des Cay pour
déclencher la sécrétion d’insuline. Dans la cellule, I'arginine peut étre converti en glutamate pour
exercer des effets antioxydants. Cependant, un effet néfaste du métabolisme de I'arginine dépendant
du monoxyde d’azote (NO) peut aussi s’observer : le NO est produit a partir de |'arginine par I'action
de I'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS). Des niveaux élevés de NO interférent avec les fonctions

mitochondriales (Newsholme and Krause, 2012; Keane and Newsholme, 2014; D’Antona, 2015).

De nombreux mécanismes peuvent expliquer I'effet de la leucine sur la sécrétion d’insuline.
Premierement, la leucine est un puissant activateur de la GDH, ce qui augmente, en présence de
glutamate, I'activité du cycle de Krebs par la production d’a-cétoglutarate. Ensuite, le métabolisme de
la leucine produit de I'a-cétoisocaproate (KIC) par transamination, puis de I'acétyl-CoA qui entre dans
le cycle de Krebs. En plus de ses effets sur la sécrétion d'insuline, la leucine est I'acide aminé le plus
efficace pour activer le complexe mTORC1 (mammalian Target Of Rapamycin Complex 1), la voie
MTORC1 étant un régulateur clé de la croissance et de la prolifération cellulaire (de Oliveira et al.,

2011).

Enfin, I'alanine entre dans la cellule B grace a un co-transport avec le sodium. L'entrée de
sodium induit une dépolarisation de la membrane et déclenche une sécrétion d’insuline. Au niveau
intracellulaire, I'alanine peut ensuite étre métabolisée en pyruvate et rejoindre le métabolisme

insulino-sécréteur du glucose (Newsholme and Krause, 2012; Keane and Newsholme, 2014).

La densité des cellules endocrines et des vaisseaux sanguins dans les ilots de Langerhans
facilite un réseau de signalisation paracrine médié par la proximité, le contact intercellulaire via les
jonctions gap et le flux sanguin local. Comme décrit précédemment, en réponse a une augmentation
de la glycémie, le métabolisme du glucose par les cellules  conduit a une dépolarisation membranaire,
consécutive a 'augmentation du ratio ATP/ADP et a la fermeture des Karp. Les jonctions gap liant les
cellules B permettent la transmission de ce signal électrique pour induire une dépolarisation et une
sécrétion d'insuline dans les cellules B adjacentes. Cependant la régulation paracrine de la sécrétion
d’insuline résulte également de I’action de plusieurs hormones sécrétées par les autres cellules des

flots de Langerhans. En réponse a une élévation de glucose, les cellules a sécrétent du glucagon pour

43



Partie bibliographique - La cellule B pancréatique

prévenir les risques d’hypoglycémie au niveau systémique. Le glucagon est une hormone
hyperglycémiante produite et sécrétée par les cellules a en réponse a une baisse de la glycémie, mais
qui exerce aussi un effet stimulateur sur la sécrétion d’insuline par les cellules B, par I'intermédiaire de
son récepteur GegR, RCPG couplé a une protéine Gas. De nombreuses études suggerent que les cellules
a sont également capables de produire du GLP-1. Celui-ci potentialise la sécrétion d’insuline en se
liant sur son récepteur GLP-1R, mais il est aussi capable d’activer le récepteur du glucagon GcgR (Hartig
and Cox, 2020). Face a ces effets activateurs, la somatostatine, produite par les cellules §, inhibe la
sécrétion d’insuline via les récepteurs SSTR 1/5. Il s’agit de récepteurs couplés a la protéine Gai,
inhibitrice de I'adénylate cyclase et des canaux calciques voltage dépendants. En outre, cette protéine
Ga; est aussi capable d’induire la repolarisation de la membrane, ainsi qu’une inhibition de I'activité
électrique via I'ouverture de canaux potassiques rectificateurs GIRK (G protein—activated inward

rectifier K*) (Hartig and Cox, 2020). Figure 16.
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Figure 16 : Régulation paracrine de la cellule B pancréatique (Hartig and Cox, 2020).
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Plus généralement concernant les régulations paracrines au sein de I'llot de Langerhans,
chaque sous-type cellulaire exerce un contréle sur les autres cellules. Ainsi, les principales sécrétions
hormonales (insuline, glucagon et somatostatine) sont finement contrélées afin de maintenir
I’'homéostasie glucidique. Figure 17. Les cellules a sécretent du glucagon et du GLP-1, capable de
favoriser la sécrétion d’insuline par les cellules B, mais aussi la sécrétion de somatostatine par les
cellules 6 afin d’initier une boucle de rétrocontréle négatif. En effet, la somatostatine inhibe en retour
la sécrétion de glucagon et d’insuline. L'insuline quant a elle, inhibe la sécrétion de glucagon pour
maintenir un état anabolique aprés le repas (Hartig and Cox, 2020). Il est a noter que les cellules B sont
couplées aux cellules & via des jonctions gap, facilitant la transmission des signaux électriques entre
ces cellules (Briant et al., 2018). Par ailleurs, la cellule B, en plus de I'insuline, libére d’autre molécules
a action paracrine. L'urocortine 3 et I'acide y-aminobutyrique (GABA) provenant des granules de
sécrétion d'insuline sont décrits comme médiateurs probables des effets stimulateurs des cellules B
sur la somatostatine, bien que le GABA inhibe la sécrétion de glucagon. Figure 18. Enfin, la ghréline,
connue pour son effet incitatif sur la prise alimentaire au niveau cérébral, est aussi produite par les
cellules € des Tlots de Langerhans. Elle inhiberait la sécrétion d'insuline et de glucagon par

I'intermédiaire de la libération de somatostatine (Hartig and Cox, 2020).
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Figure 17 : Profils de sécrétion de l'insuline, du glucagon et de la somatostatine en fonction de la
glycémie (Huising et al., 2018).
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Figure 18 : Régulation paracrine dans les ilots de Langerhans (Hartig and Cox, 2020).
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2 Le diabete de type 2

2.1 Définition et épidémiologie

Le diabéte sucré, ou diabéte mellitus (du grec StaBnAtng : siphon, provenant lui-méme de dia :
au travers et PBaivew : aller, passer, et du latin mellitus : doux comme le miel), trés généralement
simplement nommé diabéte par abus de langage, est un trouble du métabolisme du glucose
caractérisé par une élévation chronique de la glycémie. Cette terminologie provient du fait de
I’abondance des urines des patients et de leur goQt sucré. Il se différencie de ce que I'on appelle
diabete insipide, qui est une tout autre pathologie correspondant a un défaut de concentration des
urines par le rein et sans augmentation de la glycémie. Il existe plusieurs types de diabéte sucré, dont
les plus fréquents sont le diabéte de type 1 et le diabete de type 2. Le diabéte de type 1 survient
généralement au cours de I'enfance et correspond a une destruction auto-immune des cellules B des
flots de Langerhans du pancréas. Le diabete de type 2 apparait plus tardivement et combine une
résistance a 'action de I'insuline par les tissus cibles et une diminution de la sécrétion d’insuline par
les cellules B pancréatiques. Parmi les autres types de diabéte, on retrouve notamment le diabéte
gestationnel, qui peut survenir a n’importe quel moment de la grossesse, et le diabéte monogénique,
qui regroupe de nombreux sous-types et résulte de la mutation d’un seul géne spécifique a chaque
sous-groupe. Enfin, certaines pathologies peuvent étre a |'origine de I'apparition d’un diabéte :
atteintes du pancréas (pancréatite, traumatisme...), troubles endocriniens, certaines infections, et
certains médicaments. Cependant, le diabéete de type 2 est le plus courant : il représente 90 % des cas
de diabete (FID, 2019). Le diabéte de type 2 est également appelé diabéte non insulino-dépendant,

par opposition au diabete de type 1, qui est, lui, insulino-dépendant.

Le diagnostic de diabéte de type 2 est établi lorsque la glycémie, apres un jeline de 8 heures,
est supérieure a 1,26 g.L™! (7 mmol.L?), et vérifiée a 2 reprises. Un autre critére peut aussi intervenir
dans le diagnostic: un syndrome polyuro-polydipsique accompagné d’une glycémie post-prandiale
supérieure a2 g.L* (11,1 mmol.L?). L'organisation mondiale de la santé (OMS) propose une démarche
diagnostique avec une valeur de glycémie supérieure a 2 g.L' lors d’un test d’hyperglycémie
provoquée par voie orale (2h aprés I'ingestion de 75 g de glucose). Les recommandations de I’American
Diabetes Association (ADA) préconisent également I'utilisation de I’"hémoglobine glyquée (HbAlc),
avec un taux supérieur ou égal a 6,5 % en cas de diabete. L'HbA1lc refléte I'équilibre glycémique des

trois derniers mois avant le dosage et permet un suivi fidele et fiable de la glycémie au cours du diabéte
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(Recos, 2013; HAS, 2014; VIDAL, 2020). Lorsque la valeur de la glycémie a jeun se situe entre 1,1 et
1,25 g.L1 (6,1 et 7 mmol.L), on parle de prédiabéte.

Le diabéete est considéré comme la premiere pandémie mondiale due a une pathologie non
infectieuse. Sa prévalence est en constante augmentation, et engendre un colt humain, social et
économique majeur. Il s’agit d’'une menace sanitaire importante qui ne connait pas de frontieres et
qui n’est pas déterminé par des facteurs sociaux-économiques. En 2019, on évalue a 463 millions le
nombre d’adultes (de 20 a 79 ans) atteints de diabéte dans le monde, soit une prévalence de 9,3 %,
avec une estimation de 700 millions a I’horizon 2045. L’age est un facteur de risque important et fait
augmenter la prévalence du diabete qui atteint 19,3 % (135,6 millions de personnes) de la population
agée de 65 a 99 ans. La fédération internationale du diabete (FID, 2019), estime également qu’un
adulte diabétique sur deux ignore qu’il est atteint de diabéte. Les complications dues au diabete sont
généralement graves et souvent fatales. Ainsi, en 2019, 4,2 millions d’adultes (entre 20 et 79 ans) sont
décédés des suites du diabéte, ce qui correspond a un déces toutes les 8 secondes, et a 11,3 % de la
mortalité dans cette tranche d’age, toutes causes confondues. Ces complications ont un fort impact
social en diminuant la qualité de vie. Elles nécessitent un suivi et une prise en charge adaptés, et sont
source de stress important pour le patient et pour ses proches. La prise en charge du diabéte et de ses
complications constitue également un poids considérable sur la société, en terme de co(it économique.
En effet, les dépenses de santé liées au diabéete ont représenté un co(t total de 760 milliards de dollars
US pour I'année 2019, soit prés de 10 % des dépenses totales de santé (7 800 milliards de dollars US
en 2017). A ces dépenses s’ajoutent des colts indirects, provenant de la perte de revenus a cause de
la réduction de la population active et de la mortalité prématurée. En France, en 2019, on dénombrait
4,5 millions de personnes diabétiques, dont environ 1 million I'ignorant (FID, 2019; OMS, 2019). Par
ailleurs, sur les 164 milliards d’euros de dépense de I'assurance maladie en 2017, 8,3 milliards d’euros

ont été alloués a la prise en charge du diabéete (Assurance Maladie).

2.2 Facteurs de risques

Les facteurs de risque de développer un diabete de type 2 sont nombreux et peuvent étre
génétiques comme environnementaux. Parmi les facteurs de risques environnementaux, le principal
est la surcharge pondérale, et plus particulierement I’excés de masse grasse. En effet, on estime que

chez les personnes en surpoids, caractérisé par un indice de masse corporelle (IMC) supérieur a
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25 kg/m?, ou en obésité, dont I'IMC est supérieur a 30 kg/m?, la prévalence du diabéte est multipliée
par 3 et 6 respectivement. La sédentarité et I'inactivité physique font également parties des facteurs
de risque majeurs, car elles favorisent I'installation d’un exces pondéral, tout comme une alimentation
riche en graisse (notamment en acides gras saturés) et en sucre (notamment la consommation de
boissons sucrées), et pauvre en fibre alimentaire. L’age est également un facteur de risque important,
puisque la prévalence du diabéte augmente considérablement apres 45 ans. L’origine ethnique peut
aussi jouer un réle dans la survenue du diabéte : I'adoption d’'un mode de vie occidental (alimentation,
sédentarité...) par des personnes non caucasiennes (africaines, asiatiques...) a démontré un risque
majoré de développer un diabéete dans ces populations par rapport aux personnes caucasiennes. Le
tabagisme et certaines pathologies comme I’hypertension artérielle et les dyslipidémies sont aussi
décrits comme favorisant I'apparition de diabéte. Les antécédents familiaux, ainsi que le diabéte
gestationnel augmentent le risque de développer un diabéte. Sur le plan génétique, de nombreuses
études se sont intéressées au génome de patients diabétiques. Plus de 40 génes impliqués dans le
diabéte ont été identifiés (HAS, 2014; OMS, 2016; Khan et al., 2019; Mahat et al., 2019). Enfin, une
dysrégulation de I'homéostasie glucidique, et notamment le prédiabéete, nécessite une attention
particuliere, afin d’éviter I'évolution vers le diabete de type 2. Les facteurs de risque de développer un
diabete de type 2 sont donc trés nombreux et extrémement variés. Une étude récente a également
montré que les personnes de petites tailles étaient plus a risque de développer un diabéte : le risque
de diabete de type 2 diminuant de plus de 30 % tous les 10 cm. Ceci s’expliquerait en partie par un
meilleur profil cardio-métabolique et une meilleure répartition des graisses (Wittenbecher et al.,

2019).

2.3 Physiopathologie

2.3.1 Evolution de la maladie

Le diabete de type 2 commence des le stade du prédiabete. Au cours de cette phase, on
observe des mécanismes de résistance a I'insuline : I'insuline ne joue plus son réle au niveau des tissus
cibles et parvient plus difficilement a faire baisser la glycémie. Les cellules B pancréatiques vont alors
compenser cette perte d’efficacité de I'insuline par une augmentation de sa sécrétion (hypersécrétion
compensatoire). La glycémie a jeun parvient a étre maintenue en-dessous de 1,26 g/L. En raison de

prédispositions génétiques et de facteurs environnementaux décrits plus haut, le stade prédiabéte
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peut évoluer vers le stade de diabéte de type 2. A ce stade, les cellules B n’arrivent plus a compenser
la résistance a l'insuline, et un déficit de la sécrétion d’insuline est alors observé. Il en résulte une
hyperglycémie chronique. Figure 19. En effet, au stade diabete de type 2, des mécanismes de lipo- et
gluco-toxicité, ainsi qu’une inflammation de bas grade, contribuent a la dysfonction et I’apoptose des
cellules B. Cependant, dés le stade de prédiabete, on observe ces processus d’inflammation et de
lipotoxicité déléteres pour la cellule B. La cellule B pancréatique joue donc un réle majeur dans la

physiopathologie du diabéte de type 2.
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Figure 19 : Résistance a l'insuline et dysfonction des cellules B pendant le développement et la
progression de I’hyperglycémie au cours du diabéte de type 2 (Bailey and Day, 2018).
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2.3.2 Résistance a l'insuline des tissus périphériques

La diminution de sensibilité a [linsuline résulte de plusieurs mécanismes
physiopathologiques dont une lipotoxicité et une inflammation chronique. Des études ont également
montré une part génétique et mis en évidence l'influence du microbiote intestinal (Pernet and
Petriccioli, 2011). Au cours de l'insulino-résistance, on observe une diminution du nombre et de
I’affinité des récepteurs a I'insuline. Les voies de transduction du signal au niveau intracellulaire sont
également altérées et ménent a un défaut de translocation du transporteur au glucose GLUT4 a la
membrane plasmique. De plus, I'excés de nourriture entraine une hypertrophie et une hyperplasie du
tissu adipeux, et un dépot ectopique d’adipocytes, principalement dans les muscles et le foie. Ceci
conduit a une dysfonction du tissu adipeux, pouvant étre due a une hypoxie locale, et entrainant une
apoptose des cellules adipeuses. L'infiltration de macrophages et la libération de TNF-a et
d’interleukines (IL-1B et IL-6) sont les premiers signes du développement d’une inflammation
chronique. Cette réaction inflammatoire, d’abord locale, augmente la lipolyse directement avec une
libération d’acides gras non estérifiés (NEFA) et de glycérol et via l'inhibition de la signalisation de
I'insuline. Au niveau hépatique, les acides gras produisent de I'acétyl-CoA, et le glycérol est converti
en glucose, ce qui favorise la synthése de triglycérides et la néoglucogenése. Au niveau musculaire, les
acides gras sont oxydés préférentiellement au glucose et produisent de I’acétyl-CoA qui va inhiber la
voie de la glycolyse. La baisse de captation et de la dégradation du glucose, ainsi que la synthése
hépatique du glucose concourent a I'augmentation de la glycémie (Johnson and Olefsky, 2013;
Petersen and Shulman, 2018; Roden and Shulman, 2019; Sikalidis and Maykish, 2020). Figure 20. Enfin,
certaines études rapportent que I'insulino-résistance pourrait étre secondaire a une hypersécrétion
d’insuline. En effet, I'insuline favorise le stockage des lipides et participe a la prise de poids (Erion and

Corkey, 2018).
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Figure 20 : Mécanismes impliqués dans la résistance a I'insuline (Roden and Shulman, 2019).

2.3.3 Défaut de sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques

Le diabete de type 2 se traduit par une dysfonction, et une apoptose des cellules B
pancréatiques, et donc par un déficit de la sécrétion d’insuline (associé a I'insulino-résistance), ce qui
souligne le role central de ces cellules dans la physiopathologie de cette maladie. Les mécanismes
aboutissant a cette dysfonction sont nombreux, et résultent principalement d’une glucolipotoxicité et
d’une inflammation chronique. Ces mécanismes peuvent toucher directement la physiologie et les
systemes de régulation de la cellule B, ou perturber I'expression de plusieurs génes (Poitout et al.,

2010; Lytrivi et al., 2020). Figure 21.
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Figure 21 : Principales altérations observées lors de la dysfonction des cellules B au cours du diabéte
de type 2 (Marchetti et al., 2020).

Les mécanismes moléculaires conduisant a une lipotoxicité des acides gras sont complexes et
pléiotropiques, et restent encore mal connus actuellement. Cependant, bien que les acides gras a
longue chaine soient des stimulateurs efficaces de la sécrétion d’insuline, une élévation chronique de
leur taux circulant conduit a I'inverse a une détérioration de la sécrétion d’insuline. lls favorisent en
effet le développement de stress oxydant, induisent I’apoptose des cellules B, peuvent altérer les voies
de signalisation intracellulaire et la composition des membranes. La métabolisation des acides gras
libres a longue chaine consiste en une B-oxydation peroxysomale, puis une [-oxydation
mitochondriale. Ces oxydations peroxysomales et mitochondriales des acides gras a longue chaine sont
la premiére source de production d’anions superoxydes, radicaux libres dérivés de I'oxygene, a fort

potentiel oxydant et responsables du stress oxydant (JeZek et al., 2018; Lytrivi et al., 2020).
Le diabéte est caractérisé par une élévation chronique de la glycémie. La cellule B est donc

exposée a un environnement riche en glucose, induisant une glucotoxicité. Les mécanismes mis en

jeux sont nombreux et encore non complétement élucidés. En présence d’une élévation chronique de
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la glycémie, la cellule B est sur-stimulée. Elle n’est pas capable de produire assez d’insuline en réponse
au flux élevé continu de glucose, tandis que les réserves d’insuline s’épuisent. Sur le plan métabolique,
I’exces de glucose implique une augmentation de |'utilisation des voies alternatives a la glycolyse
comme la voie de I’'hexosamine, la voie du sorbitol et la formation de dihydroxyacétone et de
diacylglycérol. Le glucose peut également réagir spontanément avec des résidus d'amine sur les
protéines, les lipides et les acides nucléiques pour former des adduits covalents stables appelés AGE
(advanced glycation end-products). Des conditions d'hyperglycémie favorisent cette glycation non
enzymatique conduisant a des altérations structurelles des protéines intracellulaires. Les AGE peuvent
également exercer leurs effets toxiques par diffusion hors de la cellule et activer les RAGE (Receptor of
advanced glycation end-products) pour déclencher diverses cascades de signalisation, comme
I’activation du facteur nucléaire NF-kB, impliqué dans les réponses immunes et pro-inflammatoires.
Tous ces mécanismes peuvent favoriser I'apparition de stress oxydant, de stress du réticulum
endoplasmique, et de syndrome inflammatoire (Bensellam et al., 2012; Lytrivi et al., 2020). De plus le
glucose engendre une exacerbation des effets néfastes des acides gras. L'apparition plus marquée des
effets déléteres de la lipotoxicité en condition de d’hyperglycémie est a I'origine du concept de

glucolipotoxicité (Prentki et al., 2002).

La présence d’un syndrome inflammatoire de bas grade est mise en évidence dans de
nombreux troubles métaboliques tels que le diabéte de type 2. Cette inflammation chronique, souvent
causée par le surpoids ou I'obésité, est d’ailleurs considérée comme I'une des étiologies du diabete de
type 2. On observe une infiltration de cellules immunitaires telles que les macrophages dans les ilots
de Langerhans. Les mécanismes par lesquels ces macrophages altérent la sécrétion d’insuline induite
par le glucose ne sont pas entierement compris, mais impliqueraient a la fois des facteurs solubles
dérivés des macrophages et un contact direct de cellule a cellule entre les macrophages des ilots et les
cellules B. En effet, on observe une sécrétion accrue de cytokines et de chimiokines principalement
pro-inflammatoires, rendant I'environnement délétére pour les cellules B. Les cytokines telles que le
TNF-a et I'IL-1B provoquent de nombreux dysfonctionnements en activant plusieurs voies de
signalisation spécifiques comme les voies de signalisation de la JNK (c-Jun N-terminal kinase) et du
facteur nucléaire NF-kB, conduisant a un stress du réticulum endoplasmique et une baisse de la
sécrétion d’insuline en réponse au glucose. Les macrophages sont aussi capables de communiquer
avec les cellules B par contact direct cellule-cellule. En plus des jonctions gap, ils peuvent générer des
canaux ouverts appelés tunneling nanotubes (TNT), qui transportent du matériel cytoplasmique entre
les cellules connectées pour réguler directement la sécrétion d'insuline des cellules B. Cependant, les

macrophages peuvent aussi favoriser la prolifération des cellules B via I’activation de ERK (Extracellular
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Signal-Regulated Kinase) par I'intermédiaire de PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) qui se lie aux
récepteurs PDGF (PDGFR) exprimés par les cellules § (O’Neill et al., 2013; Boni-Schnetzler and Meier,
2019; Ying et al., 2020). Figure 22.
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Figure 22 : Régulation de la cellule B pancréatique par les macrophages (Ying et al., 2020)

Les cellules B sont trés sensibles au stress oxydant car elles expriment peu d’enzymes
antioxydantes pour combattre les anions superoxydes générés en continu. La mitochondrie produit
naturellement par la phosphorylation oxydative des ROS tels que I'anion superoxyde (02*) et le
peroxyde d’hydrogéne (H,0;). L'anion superoxyde peut étre converti en H,O, par la superoxyde
dismutase (SOD) puis en O, et en H,O par des enzymes comme la catalase (CAT), la glutathion
peroxydase (GPx) et la peroxyrédoxine (Prx). La cellule B n’est équipée que d'environ 50% de SOD et
5% des enzymes réduisant le H.O, (GPx et CAT) par rapport aux enzymes présentes dans les
hépatocytes (Wang and Wang, 2017). Figure 23. La lipotoxicité, la glucotoxicité, ainsi que
I'inflammation chronique favorisent |'apparition de stress oxydant, qui s’ajoute a celui
physiologiquement présent. Les mécanismes par lesquels les ROS conduisent a une dysfonction des
cellules B sont complexes. En raison de leur nature hautement réactive, les ROS peuvent altérer la
conformation des protéines et donc corrompre leurs fonctionnalités. Cela peut toucher les protéines
associées au transport membranaire des ions, les enzymes impliquées dans les régulations

métaboliques, et les protéines régulant I'expression des génes et la transduction du signal. Un des
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principaux exemples des effets négatifs des ROS sur la fonction des cellules B et la sécrétion d’insuline
concerne l'expression du gene de l'insuline via les principaux facteurs de transcription sensibles a
I'oxydoréduction tels que PDX1 (Pancreatic and Duodenal Homeobox 1) et MafA (V-Maf Avian
Musculoaponeurotic Fibrosarcoma Oncogene Homolog A). Ces deux facteurs de transcription sont des
cibles pour les ROS et leur exposition a un stress oxydant inhibe leur interaction avec I'ADN, conduisant
a une diminution de I'expression du gene de l'insuline. Les effets négatifs sur PDX1 sont médiés par la
voie JNK (c-Jun N-terminal Kinase) et le facteur de transcription FOXO1 (Forkhead box Protein O1)

(Newsholme et al., 2019).

B ROS
(02:,H,0,, etc.)
20,

GSSG + H,0, H,0+0;,

Figure 23 : Sources de ROS et leurs métabolismes dans la cellule B. Deux facteurs rendent les cellules
B sensible au stress oxydatif : une génération endogéene élevée de ROS induite par différents stimuli
(hyperglycémie, hyperlipidémie, hypoxie, stress du RE) et une faible expression d'enzymes
antioxydantes telles que la SOD, la catalase, et la GPx. Les pourcentages se référent a la quantité
d'expression de I'ARNm dans les ilots pancréatiques par rapport au tissu hépatique chez les rats. (Wang
and Wang, 2017).

Le réticulum endoplasmique (RE) a un réle central dans la synthése lipidique, le stockage du
calcium, et dans la synthese et la bonne conformation des protéines. Par exemple, pendant la
formation des ponts disulfures, deux électrons sont transférés aux deux cystéines du polypeptide par
le site actif de la Protein Disulfide Isomerase (PDI). Ensuite, les PDI réduites recoivent des électrons du
dioxygéne par une réaction d'oxydoréduction médiée par la Endoplasmic Reticulum Oxidoreductin 1
(ERO1), ce qui entraine la formation de H,0.. Le glutathion rétablit alors I'état d’oxydation en piégeant

le H,0,. Plusieurs stimuli, comme une demande accrue de synthése protéique, dépassent la capacité
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de repliement du RE et perturbent I'équilibre d’oxydoréduction, entrainant I'accumulation de
protéines mal repliées. La présence d'un stress oxydant perturbe également ['équilibre
d’oxydoréduction, et entraine l'accumulation de protéines mal repliées. Cette accumulation de
protéines mal repliées active des voies de signalisation spécifiques, et définit ce que I'on appelle le
stress du RE. Figure 24 (Burgos-Mordn et al., 2019). La cellule cherche alors a rétablir I'hnoméostasie
du RE en restreignant la traduction globale des protéines, en améliorant la capacité du RE a trouver la
bonne conformation des protéines et en dégradant les protéines mal repliées. Lorsque cela ne peut
étre réalisé, les mécanismes d'apoptose sont déclenchés. Au cours du diabéte de type 2,
I’augmentation de la synthése protéique due a la forte demande en insuline est en partie responsable
du stress du RE. De plus, les acides gras comme le palmitate (palmitoylation des protéines), les taux
élevés du glucose (glycation des protéines) et le stress oxydant participent également au
développement du stress du RE. D’autre part, le glucose inhibe la sarcoendoplasmic reticulum Ca?*-
ATPase (SERCA) qui permet I’entrée de calcium dans le RE. Ainsi, on observe une déplétion de calcium
dans le RE, et les protéines chaperonnes dépendantes du calcium ne peuvent plus replier les protéines
correctement. A coté de cela, les lipides altérent la composition membranaire. Ils déstructurent les
microdomaines régulant I’entrée des protéines dans le RE ou spécialisés dans la formation de vésicules
en vue de I'adressage vers I'appareil de Golgi. Ensemble, ces mécanismes conduisent a une baisse de

la sécrétion d’insuline et a I’apoptose des cellules B (Lytrivi et al., 2020).
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Figure 24 : Mécanismes simplifiés du développement du stress du réticulum endoplasmique. ER :
Réticulum endoplasmique ; ERO1 : ER oxidoreductin 1 ; FFA : acides gras libres ; GSH : glutathion (forme
réduite) ; GSSG : disulfure de glutathion (forme oxydée) ; NADPH: Nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate ; PDI : Protein disulfide isomerase (Burgos-Morén et al., 2019).
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Les cellules B pancréatiques des patients diabétiques présentent une dysfonction de la
mitochondrie, avec une expression accrue des complexes | et V de la chaine des phosphorylations
oxydatives mitochondriale. On observe toutefois une baisse de la concentration intracellulaire d’ATP
et du ratio ATP/ADP. Ce paradoxe s’explique par la surexpression de la uncoupling protein 2 (UCP-2),
protéine responsable d’'un découplage de la synthése d’ATP. Cette surexpression est induite par un
environnement hyperglycémique et hyperlipidique. Par ailleurs, la production d’anions superoxydes
par la chaine de transport d'électrons augmente |’activité d’UCP-2. En conséquence, UCP-2 est sur-
exprimée et sur-activée, ce qui conduit a une augmentation marquée de la fuite de protons médiée
par UCP-2. Ainsi, le métabolisme du glucose produit moins d’ATP et n’est plus en mesure de déclencher
efficacement les mécanismes de sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Lowell and Shulman,

2005; Pinti et al., 2019; Marchetti et al., 2020). Figure 25.
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Figure 25 : Implication d’UCP-2 dans la dysfonction mitochondriale des cellules B (A) et sa régulation
(B) au cours du diabéte de type 2 (Lowell and Shulman, 2005).
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La complexité des mécanismes d’exocytose des vésicules d’insuline explique sa vulnérabilité
dans la physiopathologie du diabéte de type 2. En effet, on constate une diminution significative de
I’expression de plusieurs génes codant pour des protéines impliquées dans les mécanismes
d’exocytose (Andersson et al., 2012). Certaines protéines telles que SNARE ou Sec1/Muncl8 voient
leur expression réduite dans la cellule B, alors que d’autres montrent un niveau d’expression normal.
Il en résulte la formation de complexes SNARE incomplets et inhibiteurs, qui entrent en compétition
avec les complexes SNARE complets (Thurmond and Gaisano, 2020). On observe également, au cours
du diabéte, une perte de la proximité des vésicules d’insuline rapidement mobilisables (RRP) avec les
microdomaines riches en Cay responsables de I'influx calcique. La concentration en calcium autour de

ces vésicules n’est alors pas suffisante pour déclencher leur exocytose (Lytrivi et al., 2020).

La diminution de la masse de cellule B observée au cours du diabéte de type 2, est
vraisemblablement due a une mortalité accrue et a une régénération réduite des cellules. La mort des
cellules B se produit principalement par apoptose. L'apoptose est un processus complexe qui peut étre
induit par I’activation de la voie de signalisation des caspases et des protéines de la famille Bcl agissant
via la caspase 3. En principe, la régénération des cellules B se produit essentiellement par réplication
(prolifération) de cellules existantes, néogenese a partir de précurseurs ou transdifférenciation
d'autres cellules matures existantes. Au cours du diabéte, la réplication ne semble pas étre impactée
alors que la néogenese est inhibée. La transdifférenciation est un processus par lequel les cellules B
peuvent dériver d'autres types cellulaires matures différents, contribuant ainsi a la modulation de la
masse cellulaire B. Des études ont démontré, a partir de préparation d'ilots humains, que les cellules
a et les cellules 6 peuvent se différencier en cellules B. Des examens histologiques de pancréas humain
ont révélé I'existence de cellules contenant a la fois du glucagon et de l'insuline, suggérant une
plasticité des cellules endocrines pancréatiques et une possible interconversion du type cellulaire. Il a
été constaté que la proportion de cellules contenant a la fois de l'insuline et du glucagon était
significativement plus élevée chez les sujets résistants a l'insuline. Le concept de dédifférenciation,
quant a lui, suggére que dans des conditions de stress (glucotoxicité et lipotoxicité), les cellules B
peuvent perdre leur identité moléculaire et fonctionnelle et devenir plus sensibles aux phénoménes

d’apoptoses (Remedi and Emfinger, 2016; Marchetti et al., 2020).

Enfin, différentes études suggérent que la dysfonction des cellules B pourrait étre la
conséquence d’une résistance a l'insuline. En effet, la sécrétion d’insuline observée a jeun chez
certains sujets prédiabétiques ou diabétiques obeses est jusqu’a 9 fois plus importante que chez des

sujets sains. Une surstimulation a long terme des cellules B dépasserait leur capacité maximale de
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sécrétion d’insuline, et conduirait a leur épuisement. Les auteurs expliquent ainsi qu’il faudrait mettre
au repos les cellules B et empécher I’hyperinsulinémie afin de prévenir I’apparition du diabéete (Erion

and Corkey, 2018).

2.4 Signes cliniques et complications

Le diabéte de type 2 est une maladie silencieuse et I'augmentation de la glycémie est souvent
asymptomatique. Cependant, on peut observer I'apparition de nombreux signes non spécifiques
comme une asthénie, une secheresse buccale, des maux de ventre et une perte de poids malgré une
sensation de faim exacerbé. Le signe le plus caractéristique est I'installation d’un syndrome polyuro-
polydipsique (FID, 2019). Dans la grande majorité des cas, on n’observe aucun signe clinique du diabéte
de type 2. Le diagnostic se fait grace a la surveillance de la glycémie ou suite a I'apparition d’une

complication.

Les complications aigués du diabéte de type de 2 sont rares mais constituent des urgences
thérapeutiques pouvant mettre en jeu la vie des patients. Elles peuvent étre consécutives a une forte
hyperglycémie par décompensation du diabéte (acidocétose diabétique (ACD) et syndrome
d’hyperglycémie hyperosmolaire (SHH)), ou a une hypoglycémie d’origine iatrogene. L’ACD apparait
généralement lors d’une chute de I'insulinémie ou d’une résistance brutale a I'insuline. L'insuline ne
favorise plus I'entrée de glucose dans les cellules et les pousse ainsi a utiliser les lipides comme source
d’énergie principale. Ce métabolisme lipidique exacerbé conduit a un exces de formation de corps
cétoniques responsables d’une acidose métabolique pouvant conduire jusqu’au coma acidocétosique.
Le SHH est plus rare, mais aussi plus grave que I’ACD. Il apparait lorsqu’une glycémie trés élevée
(supérieure a 6 g.L'! ou 33 mmol.L?) conduit a une forte augmentation de I"'osmolarité sanguine
favorisant une glycosurie et une perte hydroélectrolytique importante pouvant conduire a un coma
hyperosmolaire. A I'opposé de ces complications liées a [I"hyperglycémie, des épisodes
d’hypoglycémies (glycémie inférieure a 0,6 g.L* ou 3,3 mmol.L? chez le diabétique) peuvent étre la
conséquence de la prise de certains médicaments, en raison de leur mécanisme d’action, et peuvent

conduire au coma hypoglycémique, une urgence absolue (Orban and Ichai, 2008; French et al., 2019).

Les complications chroniques du diabete résultent d’une souffrance vasculaire, laquelle peut

concerner l'intégralité des vaisseaux de l'organisme, et d’une altération du systéme nerveux
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périphérique ou autonome. Ces complications sont la conséquence directe d’'une hyperglycémie
prolongée, mais peuvent aussi étre exacerbées par des pathologies souvent associées au diabéte,
comme |’hypertension artérielle ou les dyslipidémies. Les mécanismes physiopathologiques mis en jeu
conduisent a une altération du fonctionnement cellulaire, et a une détérioration de leur capacité de
défense et de réparation, désorganisant I’équilibre de la cellule. Ces complications peuvent étre
classées en complications vasculaires, elles-mémes divisées en complications macrovasculaires et

microvasculaires, et en complications neuropathiques. Figure 26.
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Figure 26 : Principales complications du diabéte (CeeD).
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Les complications macrovasculaires sont les plus nombreuses et sont la conséquence
d’altérations au niveau des gros vaisseaux (aorte, arteres coronaires, vaisseaux des membres inférieurs
et vaisseaux cérébraux). Elles conduisent a l'apparition et au développement de maladies
cardiovasculaires qui sont la principale cause de morbi-mortalité chez les personnes diabétiques. Ces
atteintes peuvent toucher le coeur et conduire a des pathologies coronariennes et des cardiopathies
ischémiques pouvant aller jusqu'a une insuffisance cardiaque et un risque élevé d’infarctus du
myocarde. Les complications peuvent également se situer au niveau cérébral avec un risque 2 a 5 fois
plus grand d’accident vasculaire cérébral (AVC), principalement d’origine ischémique, et de moins bon
pronostic que chez les sujets non diabétiques. Enfin, les troubles macrovasculaires peuvent étre
localisés au niveau des membres inférieurs et causer des artériopathies oblitérantes des membres

inférieurs (AOMI).

Les complications microvasculaires, a l'inverse, concernent les pathologies associées aux
atteintes des petits vaisseaux (artérioles et capillaires). Ces atteintes touchent principalement les
vaisseaux oculaires et rénaux, mais participent également au développement de la neuropathie
diabétique. La rétinopathie diabétique est une des principales causes de cécité, et mene a
d’importantes conséquences socio-économiques. La néphropathie diabétique est responsable
d’insuffisance rénale. Dans le monde, 80 % des insuffisances rénales sont dues au diabete, a
I’hypertension ou a I'association des deux, et la prévalence des insuffisances rénales terminales est 10
fois plus grande chez le diabétique. En France, la néphropathie diabétique est la premiéere cause de

dialyse (Schlienger, 2013; FID, 2019; Maranta et al., 2020).

La neuropathie diabétique peut se présenter sous différentes formes en fonction de la
localisation des dommages au niveau du systéme nerveux. Elle est retrouvée chez prés de la moitié
des patients. |l peut s’agir de neuropathie périphérique touchant un seul nerf (mono-neuropathie) ou
plusieurs nerfs (polyneuropathie) ou de neuropathie autonome, chacune présentant des symptémes
spécifiques. La douleur et la perte de sensibilité sont les premiers et les plus courants symptémes des
neuropathies périphériques. La neuropathie diabétique autonome peut affecter n’importe quel
organe ou systéme (cceur, systéme digestif, systeme génito-urinaire...) (Bril et al., 2018; Feldman et al.,

2019).

La pathologie la plus caractéristique des complications du diabete est le pied diabétique. Il

associe des atteintes neuropathiques et microvasculaires. En effet, le pied subit de fortes contraintes

mécaniques lors de la marche et est un site privilégié pour le développement de micro-plaies et
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traumatismes : les callosités, les cloques, les coupures, les bralures et les ongles incarnés peuvent tous
conduire a des ulcérations. De plus, la transpiration et la macération contribuent a une évolution
infectieuse de ces ulceres, et le trouble métabolique induit par le diabete accroit la dissémination
profonde de ces infections. Les atteintes vasculaires sont un frein a la bonne et rapide cicatrisation
des plaies. Les atteintes neuropathiques conduisent a une perte de sensibilité, et notamment une
insensibilité a la douleur. Ainsi, les blessures facilement et spontanément résolutives chez le patient
sain, vont se propager rapidement et profondément dans les tissus, sans alerter le patient, et s’ulcérer
pouvant amener a une amputation du membre touché (Schlienger, 2013; Grennan, 2019). L'incidence
de ces ulceres du pied est estimée a 2 % chez les personnes diabétiques, et environ 1 % des diabétiques
subiront une amputation d’'un membre inférieur au cours de leur vie. Cela représente a I'échelle

mondiale, une amputation toutes les 30 secondes (FID, 2019).

Il est important de souligner que ces complications chroniques du diabéte (maladies
cardiovasculaires, rétinopathie, néphropathie), peuvent se mettre en place dés le stade de prédiabete

(Tabak et al., 2012).

2.5 Prise en charge

2.5.1 Objectifs thérapeutiques

L’objectif principal de la prise en charge du patient diabétique est de prévenir I'lapparition des
complications. Cette prévention tertiaire s’appuie sur la normalisation de la glycémie, sur la
surveillance réguliere des premiers signes évocateurs des complications, et sur la limitation des
comorbidités. Dans ce but, bien que la mesure de la glycémie soit indispensable afin d’anticiper les
hypoglycémies et de contrbler |'élévation post-prandiale de la glycémie, le critére de surveillance
retenu est la valeur de I'hémoglobine glyquée (HbAlc). En effet, le glucose est capable de se lier
irréversiblement a la partie N-terminale de la chaine B de I'hémoglobine A pour former ce que I'on
appelle I'HbAlc. Environ 4 a 6 % de I’hémoglobine est ainsi glyquée, mais cette proportion augmente
lors d’une élévation chronique de la glycémie. L'HbAlc s’accumule dans les érythrocytes (globules
rouges) qui ont durée de vie d’environ 120 jours et le pourcentage d’HbAlc refléte alors la glycémie
moyenne des patients des 3 derniers mois. 7% d’HbA1c équivaut a une glycémie moyenne de 1,5g.L?,

et chaque élévation de 1 % de I’'HbA1c correspond a une élévation de 0,3 g.L™* de la glycémie moyenne.
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L’objectif de la prise en charge chez |le patient diabétique de type 2 est de maintenir une valeur d’"HbAlc
inférieure a 7 %, mais cette valeur peut varier en fonction du profil de chaque patient. (Recos, 2013;

Darmon, 2014; Darmon et al., 2019; VIDAL, 2020; FFD).

Dans la prise en charge du diabéte, la surveillance de la survenue des complications prend une
place particuliere. Il est recommandé de faire un dépistage de la rétinopathie tous les 2 ans et de
rechercher une insuffisance rénale tous les ans. Le patient doit aussi étre vigilant quant a I'apparition
de signes évocateurs d’'une neuropathie autonome (troubles digestifs et urinaires, hypotension
artérielle orthostatique, impuissance...) ou périphérique (troubles sensitifs: paresthésie,
dysesthésie...). De plus, le patient est amené a prendre soin de ses pieds, a rechercher
qguotidiennement tout signe de lésions, et a consulter régulierement son podologue. Enfin, étant
donné que la plus grave des complications concerne le risque cardiovasculaire, la réalisation d’un
électrocardiogramme (ECG) est recommandée tous les ans. A cela s’ajoutent toutes les mesures,
notamment hygiéno-diététiques, visant a faire baisser le risque cardiovasculaire. Ces mesures hygiéno-
diététiques sont principalement basées sur l'installation d’un régime alimentaire équilibré et la mise

en place d’une activité physique réguliére (Assurance Maladie, 2019; HAS).

2.5.2 Mesures hygiéno-diététiques

La premiéere et la plus importante ligne de traitement du diabéte est le respect des regles
hygiéno-diététiques (modifications thérapeutiques du mode de vie). Elles doivent étre mises en place
des le stade de prédiabéte afin de limiter I’évolution de la maladie vers le stade diabéte, et elles doivent
étre maintenues tout au long de la vie du patient dans le but de normaliser la glycémie, d’éviter la
survenue des complications, et de diminuer les facteurs de risque cardiovasculaires. Ces mesures
s’articulent majoritairement sur deux volets : une alimentation saine et équilibrée et la pratique d’'une
activité physique réguliere. Un des premiers objectifs pour un patient en surpoids est la réduction
pondérale. On estime que pour chaque kilogramme perdu, le risque de faire évoluer le prédiabete en

diabéte diminue de 16 % (Mahat et al., 2019).
Sur le plan alimentaire, les grignotages entre les repas sont proscrits, tout comme les boissons

sucrées. A l'inverse, la consommation de fruits et de légumes est plébiscitée. Au cours des repas, les

glucides complexes doivent étre privilégiés et représenter entre 40 a 50 % des apports caloriques
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journaliers. Les lipides doivent étre limités a 35 % de ces apports, sachant que les acides gras mono- et
poly-insaturés sont a privilégier. Enfin, il faut éviter de dépasser 15 % d’apport protéique (Recos, 2013).
Ces recommandations sont détaillées dans le Tableau 3 établi par la HAS. La consultation d’un
diététicien-nutritionniste qui accompagnera le patient et personnalisera son régime alimentaire en

adaptant les apports énergétiques au contexte et aux objectifs individuels ne peut étre que bénéfique.

Tableau 3 : Conseils nutritionnels chez le patient diabétiques de type 2 (HAS, 2014).

Apports caloriques journaliers

Glucides simples

Glucides complexes

Index glycémiques des aliments

Edulcorants

Répartition des apports glucidiques

Graisses alimentaires

Macronutriments

Fibres alimentaires

De préférence acaloriques
saccharine, acesulfamne, sucralose).

Les apports caloriques joumaliers dowent

&tre réduits de 15 % a 30 % par rapport aux
apports calorigues journaliers evalues par

l'enquéte alimentaire.

Les boissons sucrées (sodas, jus de fruits)
sont interdites, sauf en cas d'hypoglycémie.
Le saccharose est autorise a raison de
5 % & 10 % de l'apport calorique guotidien,
a condition de le substituer gramme par

gramme avec les autres glucides.

Les glucides sont une part importants de
l'alimentation des sujets diabétiques (moitié
de la ration calorique quotidienne, soit un
apport minimal de l'ordre de 180 g/jour)

Priviagier les aliments a index glycémigue
bas (legumes secs, pates, riz) pour limiter
l'effet hyperglycémiant d'un repas.

(aspartam,

Fractionnement des apports glucidiques en
au meins 3 repas st/ou collations.

Diminuer préférentiellement les graisses
d'origine animale (viandes grasses, ceufs,
charcuterie, fromages, beurre, créme
fraiche).

Diminuer les aliments riches en graisses tels
gue les fritures, les cacahuetes ou autres
fruits oleagineux, les chocolats, les glaces,
les patisseries et autres viennoiseries, les
biscuits aperitifs.

Il M'existe pas d'argument pour modifier les

apports protéigues chez le sujet diabétique
de type 2 non compliqué.

Lalimentation doit étre riche en fibres

alimentaires de type soluble (pectines,
guar, gomme), contenues dans les fruits, les

legumes verts et les légumineuses.
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Les  régimes modérément  restrictifs
entrainent de meilleurs résultats a long terme
et induisent moins d'effets secondaires que

les restrictions alimentaires severes,

L'apport calorique des boissons alcoolisees
{toujours prises au cours du repas) doit &tre
pris en compte [ne pas dépasser 2 unités |
d'alcool par jour).

Un ajout supplémentaire de fructose est
deconseills.

Les glucides a favoriser sont les aliments |

amylaces (pain, pates, riz, autres feculents).
Les glucides pouvant &tre consommes mais
en fimitant lsur apport sont les fruits et les

laitages.

Les adiments a index glycémique Sleve |
(pommes de terre, pain) ne doivent pas &tre
supprméas mais étre limités et répartis sur |

I'ensemble des repas.

Le grignotage entre les repas est déconssillé.

Eviter d'associer plusieurs aliments gras

dans un meme repas.

Augmenter la fréguence de consommation
des poissons. Préferer les viandes maigres
(filet de porc, volailles sans la peau), les
laitages écrémés ou demi-écrémés.

Cheoisir, pour cuisiner, des matieres grasses
d'origine wvegetale riches en acides gras
monoinsaturés (ofive, arachide, colza) ou
polyinsaturés ({tournesol, pepins de raisin,
mais, etc) au detriment des acides gras
saturas.

Favoriser les modes de cuisson sans graisse. |

Il n'est pas demontre gu'un apport supple-
mentaire en acides gras polyinsaturés (huiles
de poisson| ait un intérét chez le sujet diabe-

tique de type 2.

Un ajout de fibres alimentaires sous forme |
de poudre, comprimes, gélules, aliments
spéciaux n'est pas recommandé.
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De tres nombreuses études ont démontré I'importance et I’efficacité d’une activité physique
réguliere dans la prévention et la prise en charge du diabéte de type 2 (Hou et al., 2020). L'exercice
physique augmente I'oxydation des acides gras libres, améliore les fonctions mitochondriales du
muscle squelettique et réduit la lipotoxicité dans le muscle et le foie. Tout ceci contribue a
I'amélioration de la sensibilité a linsuline. De plus, l'activité physique agit comme un stress
physiologique qui augmente I'absorption du glucose par les cellules musculaires et réduit ainsi ses taux
circulants (Khan et al., 2019). La pratique d’une activité physique est aussi indiquée dans le but de
contrbler les complications du diabete, et notamment le risque cardiovasculaire. Elle prend une place
encore plus importante chez les patients en surpoids afin de mieux contréler leur poids. Les
recommandations préconisent au minimum 150 min (2h30) par semaine d’une activité d’intensité
modérée (la fréquence cardiaque doit se situer entre 50 et 70 % de la fréquence cardiaque maximale,
calculée par soustraction de I’adge du patient a 220 pulsations par minute), associée a quelques séances

de renforcement musculaire (HAS, 2014; Hou et al., 2020).

Enfin, méme si la consommation modérée d’alcool a montré un effet bénéfique sur la
prévention du diabéte de type 2 (Li et al., 2016), elle reste fortement déconseillée. En effet, une
consommation élevée d’alcool est au contraire un facteur de risque du diabete. De plus, |'alcool fait
partie des facteurs de risque importants de plusieurs complications, notamment les complications
cardiovasculaires. Il en va de méme du tabac dont I’arrét est impératif, puisque c’est aussi un facteur

de risque du diabéte et de ses complications (Khan et al., 2019; Mahat et al., 2019).

2.5.3 Traitements médicamenteux existants

Lorsque les mesures hygiéno-diététiques ne sont pas suffisantes pour atteindre I'objectif
glycémique fixé (en terme d’HbA1c), un traitement médicamenteux doit étre envisagé. Cependant, les
mesures hygiéno-diététiques doivent, quel que soit le traitement mis en place, continuer a étre
rigoureusement suivies. Les classes thérapeutiques des traitements existants possedent des
mécanismes d’action tres variés qui leur conferent une synergie d’action. En effet, ils agissent chacun
a différents niveaux des mécanismes de contrdle de la glycémie. Figure 27. (Bianchi and Anbassi, 2012;

Scheen, 2016; VIDAL, 2020).
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Figure 27 : Mécanismes d’action des médicaments utilisés dans le traitement du diabéte de type 2
(CNPM).

La metformine est seul représentant de la famille des biguanides. C'est le seul traitement a
avoir une action insulino-sensibilisante par augmentation de I'affinité des récepteurs a l'insuline et
inhibition de la néoglucogenese hépatique. Cependant, elle inhibe la glycolyse aérobie au profit de la
glycolyse anaérobie, ce qui augmentent la formation des lactates impliqués dans le développement de
son effet indésirable le plus grave : I'acidose lactique. La metformine est également responsable de
troubles digestifs, potentiellement a I’origine d’'une mauvaise observance des patients et conduisant a
I'arrét du traitement. Les spécialités contenant de la Metformine sont le STAGID® (Emboate de

Metformine) et le GLUCOPHAGE® (Chlorhydrate de Metformine).

Les sulfamides hypoglycémiants (ou sulfonylurées) se lient sur la sous-unité SUR-1 des Karp de
la cellule B pancréatique conduisant a leur fermeture. L'accumulation de K* intracellulaire favorise une
dépolarisation de la membrane plasmique, induisant I'ouverture des Cay et I’entrée de calcium dans la
cellule B pour déclencher I’exocytose des vésicules d’insuline. La sécrétion d’insuline est stimulée quel
que soit la valeur de la glycémie. Ce mécanisme explique le principal effet indésirable des sulfamides
hypoglycémiants : les hypoglycémies. Parmi les spécialités contenant un sulfamide hypoglycémiant,
on retrouve le MINIDIAB®, OZIDIA® (Glipizide), DIAMICRON® (Gliclazide), DAONIL® (Glibenclamide),
AMAREL® (Glimépiride). Certains peuvent étre associé a la metformine comme le Glibenclamide dans

le GLUCOVANCE®.
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Le Répaglinide est le dernier représentant des glinides. Son mécanisme d’action est similaire
a celui des sulfamides hypoglycémiants mais il se lie sur un site différent. Au niveau
pharmacocinétique, son absorption et son élimination sont plus rapides, et donc plus appropriés aux
situations d’hyperglycémie post-prandiale. Sa demi-vie plus courte explique le plus faible risque
d’hypoglycémie par rapport aux sulfamides hypoglycémiants. La spécialité princeps du Répaglinide est

le NOVONORM®.

Les inhibiteurs des a-glucosidases (IAG) diminuent I'absorption des glucides simples au niveau
intestinal par inhibition compétitive des a-glucosidases. Ceci va permettre de limiter I’"hyperglycémie
post-prandiale. Ces molécules peuvent conduire a des troubles digestifs de type dyspepsie, flatulences

et météorisme. La derniere spécialité commercialisée est le GLUCOR® (Acarbose).

Des médicaments découverts plus récemment ciblent les incrétines, notamment le GLP-1. Le
GLP-1 est une hormone qui ralentit la vidange gastrique, potentialise la sécrétion d’insuline induite par
le glucose, inhibe la sécrétion de glucagon et diminue la prise alimentaire. Le GLP-1 est rapidement
dégradé par la dipeptidyl-peptidase-4 (DPP-4) dans I’organisme. Deux stratégies sont mises en place

dans le traitement du diabéte : inhiber la DPP-4 ou utiliser des analogues non métabolisables du GLP-1.

Les gliptines sont inhibiteurs de la DPP-4 (iDPP4). Elles vont donc permettre de maintenir plus
longtemps le taux de GLP-1, aboutissant a une potentialisation de la sécrétion d’insuline de facon
gluco-dépendante. Ce mécanisme prévient les risques d’hypoglycémie. Ces molécules sont
commercialisées seules ou en association avec la Metformine : XELEVIA®, JANUVIA® (Sitagliptine) ou
VELMETIA®, JANUMET® (Sitagliptine + Metformine), GALVUS® (Vildagliptine) ou EUCREAS®
(Vildagliptine + Metformine) et ONGLYZA® (Saxagliptine) ou KOMBOGLYZE® (Saxagliptine +

Metformine).

Les agonistes des récepteurs du GLP-1 (GLP1-RA), appelés incrétinomimétiques, sont des
analogues du GLP-1 qui ne sont pas dégradés par la DPP-4, mais qui possedent une action similaire au
GLP-1 endogéne. La potentialisation de la sécrétion d’insuline est gluco-dépendante. Le risque
hypoglycémique est ainsi aussi écarté. Leur nature peptidique nécessite qu’ils soient administrés par
voie parentérale (sous-cutanée). Il existe le BYETTA® (Exénatide), le VICTOZA® (Liraglutide), le
TRULICITY® (Dulaglutide) et I'OZEMPIC® (Sémaglutide)
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Tres récemment, le FORXIGA® (Dapagliflozine) et le XIGDUO® (Dapaglifozine + Metformine)
ont débuté leur commercialisation en France, bien que ces médicaments soient déja utilisés dans plus
de 100 pays, depuis 2012 pour certains (comme I’Australie). La dapagliflozine est un inhibiteur de
SGLT2 (iSGLT2), co-transporteur sodium-glucose, exprimé sélectivement au niveau rénal. Ce
transporteur a pour but la réabsorption rénale du glucose. Cet inhibiteur de SGLT2 favorise ainsi
I’élimination urinaire du glucose (glycosurie), ce qui provoque une baisse de la glycémie,

indépendamment de la sécrétion et de I'action de I'insuline (Bauduceau et al., 2019; VIDAL, 2020).

Les insulines utilisées en thérapeutique sont nombreuses et variées. Certaines ont une
séquence d’acide aminés identique a I'insuline humaine et ont une action rapide et/ou intermédiaire,
tandis que les autres sont des analogues ultra-rapides, rapides, ou lents. L'effet des insulines ultra-
rapides débute en quelques minutes et dure jusqu’a 4h. Elles doivent étre administrées au moment
du repas. C'est le cas de NOVORAPID®, HUMALOG® ou APIDRA®, Les insulines rapides, administrées
avant chaque repas, ont un effet qui s’observe aprés 15 a 30 min pour arriver a un plateau entre 1 et
4h, et se termine au bout de 6h. Il s’agit de UMULINE RAPIDE®, ACTRAPID® par exemple. Les insulines
intermédiaires ont une action qui commence 1h apres l'injection, et se poursuit une dizaine d"heures.
On retrouve notamment INSULATARD® et UMULINE NPH® (NPH pour Neutral Protamine Hagedorn).
Enfin, les insulines lentes ont un délai et une durée d’action prolongés, jusqu’a 24h, comme LANTUS®
et LEVEMIR® entre-autres. Figure 28. L’allongement de I'effet des insulines permet d’espacer les
injections pour permettre une meilleure observance et un meilleur confort des patients. La glycémie
est ainsi mieux contrélée au cours de la journée. Cependant, il ne faut pas négliger les insulines rapides,
qui permettent de controler plus efficacement les hyperglycémies post-prandiales. Dans ce but,
certaines spécialités associent des insulines intermédiaires avec des insulines d’action rapide ou ultra-
rapide comme NOVOMIX® ou HUMALOG MIX®. Néanmoins, les effets secondaires (prise de poids,
risque hypoglycémique trés élevé), le caractére injectable, la complexité du traitement (association de
plusieurs insulines, autosurveillance glycémique, ajustement quotidien des doses) peuvent étre source

de réticence du patient, et souligne I'importance de I"’éducation thérapeutique.
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Figure 28 : Profils d’action hypoglycémiante des différents type d’insuline en fonction du temps
(CeeD).

Les thiazolidinediones (TZD) ou glitazones sont des agonistes des récepteurs PPAR-y
(Peroxisome Proliferator Activated Receptor-Gamma). lls agissent sur la résistance a l'insuline en
favorisant la différenciation adipocytaire, en augmentant les taux d’adiponectine et en réduisant la
libération d’acides gras libres pour diminuer les taux de triglycérides et augmenter ceux du HDL-
cholestérol. Cependant, la rosiglitazone, retirée du marché européen est soumise a des restrictions
d’utilisation aux Etats-Unis, tandis que la pioglitazone n’est plus commercialisée en France en raison
d’un possible risque de cancers de la vessie mais reste disponible dans la plupart des pays européens

et aux Etats-Unis.

Enfin, certains pays comme les Etats-Unis, utilisent les analogues de I'amyline dans le
traitement du diabéte de type 2 avec le SYMLIN® (Pramlintide). L’amyline est une hormone peptidique
sécrétée avec l'insuline par les cellules B pancréatiques. Elle agit en ralentissant la vidange gastrique
afin de retarder le passage des nutriments dans l'intestin, et donc du glucose dans le sang. L'amyline
possede aussi un effet inhibiteur sur la sécrétion de glucagon par les cellules a. Au cours du diabete,

les taux d’amyline sécrétés sont liés a ceux de I'insuline : élevés au début de la maladie puis de plus en
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plus bas. L’utilisation d’analogue de I’'amyline permet ainsi de réduire le temps de la vidange gastrique,

la glycémie post-prandiale, et la sécrétion de glucagon. Son effet indésirable le plus observé est la

nausée. Elle est souvent utilisée en association avec l'insuline, ce qui majore le risque d’hypoglycémie

sévere (Mietlicki-Baase, 2016).

Chaque famille de médicaments posséde ses propres caractéristiques (mode d’administration,

effets indésirables, efficacité, ...) et présente ou non des effets protecteurs vis-a-vis de chaque

complication. Tableau 4. La Société Francophone du Diabéte (SFD) a ainsi établi des recommandations

dans la stratégie thérapeutique du diabéte de type 2, qui sont résumées dans la Figure 29. (Darmon et

al., 2019).

Modifications thérapeutiques du mode de vie

Met : metformine

iDPP4: inhibiteur de la DPP-4

GLP-1RA : agoniste des récepteurs du GLP-1
SU : sulfamide hypoglycémiant

iSGLT2 : inhibiteur de SGLT2

IAG : inhibiteur de I'a-glucosidase

¥
Metformine
¥
Met + iDPP4 H‘I Met + GLP-1RA Met + SU / iSGLT2
| | 2
Met + GLP-1 RA Trithérapie Met +
e OB e +5U /iSGLT2 SU/iSGLEI)'Z/iDPPtl

Met + iDPP4 + SU + iSGLT2

3UIWICH3W B| B 2UBIZ|0IU] / UOJIED|PUI-D1IUOD

iDPP4 /iSGLT2 / IAG

¥

SU + iDPP4 / IGGLT2 / IAG / GLP1-RA J

Insulinothérapie + Metformine

Figure 29 : Arbre décisionnel résumant la prise de position de la SFD dans la prise en charge du

diabeéte de type 2 (d'apres Darmon et al., 2019).
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2.5.4 Nouvelles approches thérapeutiques médicamenteuses

Les pistes suivies pour la découverte de nouveaux traitements sont tres nombreuses et
impliquent des cibles extrémement variées. Cependant, ces pistes thérapeutiques nécessitent de
nouvelles investigations plus poussées avant de voir I'apparition de nouveaux médicaments. Quelques-

unes de ces nouvelles approches sont présentées ci-dessous (Scheen, 2016; Chikara et al., 2018).

Récemment, des peptides qui combinent I'activité du GLP-1 avec une activité du glucagon
et/ou du GIP ont été suggérés comme de nouveaux agents thérapeutiques pour le contrdle de la
glycémie et du poids. Le tirzépatide (LY3298176) et un peptide synthétique de 39 acides aminés basé
sur la séquence du GIP, agissant comme double agoniste GLP-1 et GIP. Des études cliniques de phases
Il et [l ont montré une réduction significative de I’'HbA1c et du poids corporel des patients diabétiques
recevant du tirzépatide, sans augmentation du risque d'hypoglycémie. (Coskun et al.,, 2018;

Bhagavathula et al., 2021; Rosenstock et al., 2021)

Les agonistes de FFAR1 (GPR40) - Ces dernieres années, de nombreux brevets ont été déposés
pour des agonistes de FFARL. L’activation des FFAR1 induit une sécrétion d’insuline de facon gluco-
dépendante. Des études cliniques ont été réalisées et ont démontré une amélioration du contrdle de
la glycémie chez des patients diabétiques de type 2, avec un faible risque d’hypoglycémie. Cependant,
la molécule la plus avancée (TAK-875), a vu son développement interrompu lors de I’étude clinique de

phase Il en raison d’une toxicité hépatique (Li et al., 2020).

Les inhibiteurs de la thioredoxin-interacting protein (TXNIP) - Les cellules B pancréatiques
sont particulierement sensibles au stress oxydant en raison de leur faible niveau d'expression des
enzymes antioxydantes. La TXNIP est une a-arrestine qui se lie aux thiorédoxines et entrave leur role
antioxydant. Ainsi, TXNIP bloque les mécanismes cellulaires de défense contre le stress oxydant. De
plus, TXNIP joue un réle dans I'apoptose des cellules B et possede des propriétés pro-inflammatoires.
Enfin, TXNIP aurait également un effet négatif sur I'expression du géne de I'insuline, par modulation
de I'expression de microARN et de leur génes cibles comme MafA et FoxA2. En cas de diabéte,
I"augmentation de la glycémie favorise I'expression de TXNIP, notamment via la carbohydrate response
element-binding protein (ChREBP) au niveau transcriptionnel, alors que la délétion du géne de TXNIP
protége du diabete. Le vérapamil, un inhibiteur calcique, est capable de diminuer I'expression de
TXNIP. Cet effet est di a une diminution du calcium libre intracellulaire par blocage des canaux

calciques de type L, entrainant une inhibition de la transcription de la TXNIP. Des études cliniques ont
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montré une amélioration de la production d’insuline chez des patients traités au vérapamil, ainsi
gu’une diminution de I'incidence du diabéte de type 2. D'autres études précliniques et cliniques sont
indispensables pour confirmer la pertinence d’inhibiteurs de TXNIP, comme le W2476 (inhibiteur de
I’expression de TXNIP), la geniposide (stimulateur la dégradation de TXNIP) ou le TXNIP-IN-1 (inhibiteur
du complexe TXNIP-Thiorédoxine) dans le traitement du diabéte (Li et al., 2017b; Thielen and Shalev,

2018; Liu et al., 2020; Wondafrash et al., 2020).

Les inhibiteurs de la phosphorylation oxydative - L'iméglimine est le premier représentant de
la classe des glimines. Ces molécules sont décrites comme des inhibiteurs de la phosphorylation
oxydative qui amélioreraient I'équilibre énergétique mitochondrial. Les mécanismes moléculaires ne
sont pas encore entierement découverts, mais |'iméglimine semble capable de moduler I'activité des
complexes de la chaine respiratoire mitochondriale tout en diminuant la production d'espéces
réactives de I'oxygene. Une récente étude clinique de phase Ill a montré que I'iméglimine diminue de
maniéere significative le taux d'HbAlc chez des patients japonais atteints de diabéte de type 2 par
rapport au placebo, tout en présentant un profil de sécurité similaire a celui du placebo (Scheen, 2016;

Yaribeygi et al., 2020; Dubourg et al., 2021).

Les agonistes des récepteurs M3 (M3R) - Les cellules B expriment a leur surface le sous-type
3 du récepteur muscarinique de I'acétylcholine (M3R). Ces récepteurs peuvent étre stimulés par
I’acétylcholine libérée au niveau des terminaisons nerveuses parasympathiques. Chez 'Homme, on
observe également une action paracrine de I'acétylcholine libérée par les cellules a pancréatiques. Ces
récepteurs sont couplés a la protéines Gog qui va activer une cascade de signalisation intracellulaire
pour conduire a la potentialisation de la sécrétion d’insuline induite par le glucose. Il a été montré
gu’un modulateur allostérique positif des M3R est capable d’amplifier la sécrétion d’insuline induite
par le glucose chez la souris sauvage et améliore la tolérance au glucose chez la souris obése. Ces
études préliminaires doivent cependant étre complétées par d’autres études précliniques et cliniques.

(zhu et al., 2020).

Les agonistes des récepteurs TGR5 - Des chercheurs se sont intéressés a 'amélioration de la
sécrétion de GLP-1 par une activation du récepteur nucléaire FXR (Farnesoid X Receptor) et du
récepteur couplé aux protéines G TGR5 (ou Gpbarl pour G protein-coupled bile acid receptor 1). Le
WBA403, un agoniste du TGR5, favorise la sécrétion de GLP-1, réduit I'hyperglycémie et préserve la

masse et la fonction des cellules B pancréatiques chez la souris (Scheen, 2016).
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Les activateurs de la glucokinase - Cette enzyme joue un role majeur dans la dégradation du
glucose par la voie de la glycolyse. De nombreuses molécules sont en cours de développement mais,
malgré des résultats encourageants chez I'animal, des effets indésirables comme I’'hypoglycémie ou

I’"hypertriglycéridémie sont décrits (Scheen, 2016).

Des études cliniques ont mis en évidence que la thérapie par cellules souches améliore les taux

d’HbA1c et réduit les besoins journaliers en insuline des patients diabétiques (Zhang et al., 2020).

2.6 Modeles expérimentaux

2.6.1 Modéles in vitro et ex vivo

Les modeles expérimentaux d’étude du diabete sont nombreux. Les plus utilisés et les moins
colteux sont les lignées cellulaires sécrétrices d’insuline. La majorité d’entre elles sont dérivées de
cellules de rongeurs. Chaque lignée possede ses propres caractéristiques, notamment en ce qui
concerne leur morphologie, leur viabilité, leur capacité de prolifération, leur contenu en insuline et

leur sensibilité au glucose et aux autres sécrétagogues. Figure 30. (Hamid et al., 2002).
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Figure 30 : Effets du glucose et de divers sécrétagogues sur la sécrétion d'insuline par les lignées
cellulaires BRIN-BD11, HIT-T15, RINm5F et INS-1. KIC, acide alpha-cétoisocaproique (Hamid et al.,
2002).

Le Tableau 5 résume I’origine ainsi que les avantages et inconvénients des principales lignées
cellulaires. Sur ce tableau, il est intéressant de constater que les lignées INS-1 et MIN-6 sont largement
plébiscitées par les chercheurs par rapport aux autres lignées avec plus de 60 publications par an pour
la lignée INS-1 (Green et al., 2018). Les cellules INS-1 sont dérivées d’un insulinome de rat induit par
irradiation aux rayons X. Les cellules MIN-6 proviennent d'un insulinome de souris C57BL/6
transgéniques exprimant le géne codant pour une protéine immortalisante (I'antigéne T du virus
simien 40) sous le controle du promoteur du géne de I'insuline (Miyazaki et al., 1990; Asfari et al.,

1992; Skelin et al., 2010).
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Tableau 5 : Principales lignées cellulaires dérivées de cellules de rongeurs avec leurs avantages et
inconvénients, ainsi que I’estimation du nombre de publications totales et annuelles (Green et al.,

2018).

No of Pubs/
Cell line Species  Positives Negatives pubs  year
Cell lines generated from radiation-induced insulinomas
RIN Rat Produces insulin Function does not mirror physiological responses 388 9.7
RINr 17 0.4
RINm 14 0.3
RINmSF 683 17.1
CRI-G1 Rat Produces insulin Secretes glucagon. Non-functional under normal 29 0.9
conditions
INS-1 Rat High insulin content. Dependent on 2-mercaptoethanol 1538 61.5
Accurate beta-cell function Slow proliferation.
INS-1 832/13 Superior clone with higher insulin content and function Dependent on 2-mercaptoethanol 167 9.8
INS-2 High insulin content. Accurate beta-cell function Dependent on 2-mercaptoethanol 2 0.1
Cell lines generated by oncogenic transfection of primary beta-cells
HIT-T15 Hamster Produces insulin Majority of subclones unresponsive to glucose and 383 106
produce very little insulin
Beta-TC Mouse Produces msulin Expresses hexokinase 138 4.7
Some subclones exhibit near-normal glucose sensitivity Most subclones unresponsive to glucose and produce
little insulin
NIT-1 Mouse  High levels of insulin transcription Unresponsive to glucose at physiologically relevant 133 5.1
concentrations
MIN-6 Mouse High insulin content, glucokinase and GLUT2 expression. Diminished functionality at higher passage numbers 1145 47.7
Accurate beta-cell function at low passages.
Beta-HC Mouse  Subclone 9 expresses GLUT2 and glucokinase and is glucose  Other subclones unresponsive and hexokinase activity 8 0.3
responsive increases with passage number
Created by virally induced insulinoma
In-111 Hamster Produces insulin Unresponsive to glucose at physiologically relevant 3 0.1
concentrations
Created by electrofusion of primary pancreatic beta-cells with immortal partner cells
BRIN-BDI1  Rat High insulin content. Expresses hexokinase 213 10.1
Accurate beta-cell function. Fast growing and casy to
culture.
BRIN-BGS Additional clones with similar attributes Slightly less responsive than the BD11 clone 3 1
BRIN-BG7 2 0.1

Il est également possible de travailler sur des flots de Langerhans isolés extemporanément a
partir de pancréas de rat ou de souris. Méme si cette technique est plus exigeante a mettre en ceuvre,
I’environnement insulaire des cellules B est conservé et permet une meilleure intégration des résultats
observés dans la physiologie de I'animal. En effet les régulations intra-ilots par les autres cellules sont
toujours présentes. Ces flots peuvent aussi étre perifusés afin d’obtenir une cinétique de sécrétion
d’insuline. De plus, I'utilisation d’animaux sains et diabétiques permet d’étudier I'’effet d’un traitement
directement au niveau de I'llot de Langerhans. Il est également possible d’utiliser la technique du
pancréas isolé et perfusé pour aller plus loin dans I'intégration des expérimentations sans avoir recours
aux modeles in vivo. Ce modeéle permet lui aussi de mesurer I’évolution de la glycémie et/ou de

I'insulinémie au cours du temps, mais en conservant tout I’environnement du pancréas.
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2.6.2 Modeles animaux (in vivo)

Méme si aucun modele n’arrive a mimer fidelement a lui seul la physiopathologie du diabéte
humain, les modeles animaux restent indispensables pour aider a comprendre la physiopathologie du
diabete et de ses complications, ainsi que pour explorer, valider et optimiser les nouvelles thérapies
en vue de leur utilisation en toute sécurité chez I'Homme. Les différents modéles animaux de diabéte
de type 2, allant des modéles non mammiféres aux primates non humains, ont chacun leurs propres
avantages et limites qui sont résumés sur la Figure 31. En régle générale, les modeles non mammiféres
présentent I'avantage d'un faible colt d'entretien, d'un cycle de vie court et de la disponibilité de
divers outils d'édition génétique. Toutefois, leur valeur translationnelle est limitée en raison de leur
anatomie et de leur physiologie distincte. En revanche, la physiologie des modeles animaux de grande
taille, comme le chien et le porc, et surtout celle des primates non humains, ressemble beaucoup a la
physiologie humaine. Cependant, ces espéeces ont des colits d'entretien élevés et des cycles de vie
particulierement longs. En outre, comme chaque meére ne produit qu'un faible nombre de descendants
au cours de sa vie, ces modeles ne sont pas souhaitables pour les expériences a grande échelle et a
faible co(t. Les modeles rongeurs représentent un bon compromis entre le rendement et la
physiologie translationnelle. lls sont donc les plus couramment utilisés grace a leur fécondité élevée
et leur cycle de vie court, associés a la relative facilité d'édition de leur génome, aux faibles co(lts

d’hébergement et a la facilité de manipulation (Kleinert et al., 2018; Fang et al., 2019).
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Non-human primate models

» Metabolic physiology and anatomy similar to humans

* Genetic identity close to that of humans (-99% similarity)

* Translational relevance

» Possible to conduct blood sampling, endoscopy and serial
laparoscopic biopsies

* Costly to maintain, limited approved facilities and
ethical issues

® Long life cycle and uniparity

Rele
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* Monogenic models are not representative of most human diseases

Figure 31: Principaux avantages et inconvénients des différentes classes de modeéles animaux
utilisés dans la recherche sur le diabéte de type 2 (Kleinert et al., 2018).

Ces modeles animaux peuvent reproduire des situations de résistance a l'insuline, de
défaillance des cellules B pancréatiques, ou une combinaison des deux. Il est a noter que plusieurs de
ces modeles sont obeses, et peuvent alors mieux refléter les conditions de développement du diabete
humain puisque |'obésité y est généralement étroitement liée. Plusieurs méthodes sont utilisées pour
aboutir a un modele de diabéte. L'approche chirurgicale permet de produire des modeéles non obéses
de diabéte par pancréatectomie partielle ou compléte, dans laquelle I'étendue de la pancréatectomie
semble déterminer la gravité de |'affection résultante. Le diabéte peut aussi étre chimiquement induit
chez les rongeurs a l'aide des substances cytotoxiques (comme la streptozotocine ou I’alloxane) qui
détruisent les cellules B pancréatiques. Figure 32. Les animaux peuvent également étre soumis a
différents régimes alimentaires pour mimer différents troubles métaboliques caractéristiques de
I'obésité humaine, notamment en augmentant la teneur en matiéres grasses et en sucres. Enfin, les
modeles génétiques du diabéete peuvent étre classés en deux grands groupes : les modeéles
génétiquement dérivés spontanés (par des mutations naturelles telles que des mutations sur le géne
de la leptine ob ou de son récepteur db) et les modéles génétiqguement modifiés (modéles

transgéniques). Tableau 6. (Chandrasekera and Pippin, 2014; Al-awar et al., 2016).
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Figure 32 : Mécanisme d’action de la streptozotocine induisant le diabéte chez le rat (A) et
représentation schématique de I'effet toxique de l'alloxane et de la streptozotocine dans les cellules
B pancréatiques (B) (Prabhakar, 2015).

Tableau 6 : Exemples de modéles de rongeurs obéses et non obéses utilisés dans la recherche sur le
diabeéte de type 2. ob, géne codant pour la leptine ; db, géne codant pour le récepteur de la leptine ;

ALX, alloxane ; STZ, streptozotocine. (Chatzigeorgiou et al., 2009).

Type of animal models

Obese

Non-obese

Spontaneous
or genetically
derived models

Diet/nutrition
induced models

Chemically induced

Surgically induced

Genetically modified
animals
(transgenic/knockout)

oblob mouse
db/db mouse
Zucker (fa/fa) farty rat

KK (Kuo Kondo) mouse

KEK/AY (yellow KK obese) mouse

NZO (New Zealand obese) mouse

NONcNZO10 mouse

OLETF (Otsuka Long Evans Tokushima fatty) rat

ZDF (Zucker diabetic fatty) rat

JCR/LA-cp (James C Russel/LA corpulent) rat

M16 mouse

SHR/N-cp (spontaneously hypertensive rat/NIH-corpulent) rat
TSOD (Tsumara Suzuki obese diabetes) mouse

Obese rhesus monkey
female Yucatan minipigs

Israeli Sand rat (Psammomys obesus)
Spiny mouse ( Acomys calirinus)
C57/BL 6] mouse

Ctenomis talarum ( Tucotuco)
Gottingen minipigs

GTG (goldthioglucose) treated obese mice

VMH (ventromedial hypothalamus) lesioned dietary obese rat
{5 receptor knockout mouse

Uncoupling protein (UCP1) knock-out mouse

Cohen diabetic rat

GK (Goto-Kakizaki) rat

Torri rat

Non-obese C57BL/6 (Akita) mutant mouse
ALS(alloxan sensitive)/Lt mouse

ALX or STZ adult models
Neonatal STZ rat

Partial pancreatectomized animals

Transgenic or knockout animals (mainly mice) of
genes implicated in insulin resistanse (e.g. IRS-1,
IRS-2, GLUT-4), lipid and glucose metabolism
(e.g. PPARs) and insulin secretion

(GLUT-2, Glukokinase, IGF-1R)

human islet amyloid polypeptide

(hIAPP) transgenic rodents

80



Partie bibliographique - Les flavonoides

3 Les flavonoides

3.1 Structures et classification des polyphénols

Les végétaux synthétisent une vaste gamme de composés organiques considérés comme leurs
métabolites. Parmi eux, les composés polyphénoliques, ou polyphénols, sont caractérisés par la
présence d’un ou plusieurs groupements phénoliques arrangés en structures plus ou moins complexes.
Autrement dit, les polyphénols possedent un ou plusieurs noyaux benzéniques, sur lesquels sont liés
une ou plusieurs fonctions hydroxyles. Plus de 8 000 structures phénoliques ont été décrites et
largement retrouvées dans tout le regne végétal, généralement conjuguées a des sucres ou des acides
organiques. Les polyphénols peuvent étre classés en fonction du nombre et de la disposition de leurs
atomes de carbone. Il est ainsi possible de les diviser en deux groupes : les flavonoides et les non
flavonoides. Les polyphénols sont généralement impliqués dans la défense des végétaux contre les
rayons ultraviolets ou |'agression par des agents pathogenes. Ills jouent également un réle dans la
stabilité oxydative et dans les qualités sensorielles des aliments végétaux en contribuant a moduler
leur amertume, leur astringence, leur couleur, leur saveur et leur odeur (Beckman, 2000; Crozier et al.,

2008).

Les flavonoides (du latin flavus : jaune) sont les polyphénols les plus nombreux. Ils possedent
un noyau flavane de 15 atomes de carbone disposés en trois cycles A, B et C. Le cycle C, en position
centrale, est un hétérocycle pyrane lié aux cycles aromatiques A et B. Les cycles A et C forment un
noyau chromane. Le systeme de doubles liaisons conjuguées leur permet d’absorber dans la gamme
visible, et leur confere une large gamme de couleurs selon leur structure allant de I'ultra-violet au
rouge en passant par le jaune. lls ont une forte absorption dans la plage de 340 a 380 nm ce qui est
particulierement utile pour attirer les insectes sensibles au rayonnement UV. IlIs donnent leurs couleurs
a de nombreuses fleurs et de nombreux fruits, et une couleur verte plus intense d’une plante est un
bon indicateur d'une teneur plus élevée en flavonoides. Les flavonoides sont souvent glycosylés,
préférentiellement en C3 sous forme de mono-, di- ou tri-glycoside(s), et la glucuronidation est
également possible. Les flavonoides peuvent étre classés en six principales sous-classes en fonction du
degré d'oxydation du cycle C et du carbone lié au cycle B : les flavonols, les flavones, les isoflavones,
les flavanols, les flavanones et les anthocyanidines. Figure 33A. |l existe également d'autres groupes
mineurs de flavonoides, basés sur I'ouverture et le réarrangement du cycle C : les dihydroflavones, les
flavan-3,4-diols, les chalcones, les coumarines, les dihydrochalcones et les aurones. Figure 33B.

(Crozier et al., 2008; Murkovic, 2016; Singla et al., 2019).
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Figure 33 : Structures générales des principaux flavonoides (A) et des groupes mineurs (B) (d'aprés
Crozier et al., 2008).

Les flavones (lutéoline, apigénine...) possédent une fonction cétone en position 4 sur un cycle
C oxydé. De nombreuses substitutions sont possibles comme des hydroxylations, des méthylations,
des O- et C-alkylations ou des glycosylations. Les flavonols (quercétine, kaempférol, morine,
galangine...) sont des flavones qui présentent un groupement hydroxyle sur le carbone 3 du cycle C. I
s’agit des flavonoides les plus répandus dans le régne végétal (a I'exception des champignons et des
algues). De nombreuses substitutions sont également possibles avec par exemple plus de 200
conjugués de glucides différents pour le kaempférol. La particularité des isoflavones (génistéine,
daidzéine...), en comparaison aux flavones, réside dans le fait que le cycle B est lié en position 3 et non
en position 2 sur le cycle C. Les flavanols (flavan-3-ols) ont un cycle C saturé, un groupement hydroxyle
en position 3, et possédent ainsi deux carbones asymétriques. Il s’agit de la sous-classe la plus
complexe de flavonoides allant de monomeéres simples (catéchine, épicatéchine...), aux oligomeres et
polymeéres proanthocyanidines également connus sous le nom de tanins condensés. Les flavanones
(hespérétine, naringénine...) possédent une fonction cétone en position 4 et un centre chiral en
position 2. Cette structure est trés réactive et peut subir des réactions d'hydroxylation, de glycosylation
et de O-méthylation. Les anthocyanidines (cyanidine, delphinidine...) ont un cycle C oxydé donnant
I'ion flavylium. A faible pH, le noyau chromane (cycle A et C) est chargé positivement, ce qui entraine
une forte absorption a environ 520 nm. A des valeurs de pH supérieures a 4,5, la charge est perdue et

I’absorption considérablement réduite. Les anthocyanidines sont principalement retrouvées sous

82



Partie bibliographique - Les flavonoides

forme de conjugués hétérosidiques, appelés anthocyanes. Il est tres facile d'identifier les végétaux
riches en anthocyanes car ils sont responsables des couleurs rouges intenses des fruits et des fleurs en
raison de leur absorption a environ 520 nm. Figure 33A. (Crozier et al., 2008; Murkovic, 2016). Les
structures et les différentes sources alimentaires des principaux flavonoides sont résumées dans le

Tableau 7.

Tableau 7 : Structures et principales sources alimentaires de divers flavonoides (Crozier et al., 2008;
Caselli et al., 2016; Murkovic, 2016; Hostetler et al., 2017; Manzoor et al., 2017; hmdb, 2020).

Flavonoide Structure Sources alimentaires

Flavonol

OH - oignon, brocoli et autres légumes verts a feuilles

" HO 0 - baies : raisin rouge, tomate, framboise,
Quercétine
! canneberge

HC © - agrumes

OH - épices : safran, cumin,
HO o - condiments : capre, carvi, fenugrec
Kaempférol | - haricot, choux frisé, luzerne, noix de macadamia,
OH igname
- cerise griotte, myrtille

- feuilles de goyave, certaines algues, graines de

céréales
Morine - oighon
- amande, pomme
- thé, café, vin rouge
. - herbes et épices comme I'origan
Galangine HO 0 P org
(norizalpinine) | - pomme, orange douce, thé
HO O OH - racine de Galanga (Alpinia officinarum)
Flavone
- persil, thym, origan, basilic, coriandre
L - céleri, oignon
Apigénine s olgnon
- orange, myrtille
- thé, camomille, biere, vin
- persil, thym, menthe poivrée, romarin, origan
. - céleri, brocoli, choux, artichaut, carotte
Lutéoline

- poivron, peau de pomme
- huile d'olive
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Isoflavone
HO o
Génistéine l
HO © oH
i g - soja, produits a base de soja (ex. tofu)
Daidzéine 1
9 OH
Flavanol
OH OH OH

i OH t OH i rcu-l
L
HO OH HO e HO OH

Epicatechine Catechine Gallocatechine

(EC) (CA) (GC) -en albondance dans les feuilles
OH OH de thé
OH OH . .
@ @’ - raisin, pomme, abricots et
HO o y HO O . .
OH @J 0 ‘E)’\J plusieurs autres baies
L 0.0 HO “._0 - féve de cacao et donc chocolat
HO [0 J N
Soag.
s
OH HO OH HO CH
HO OH OH
Epigallocatéchine  Epigallocatéchine gallate Epicatéchine gallate
{EGC) (EGCG) (ECG)
Flavanone
OH
HO o .c.@, - agrumes, raisin et plusieurs autres fruits

Naringénine s
- tomates et les produits a base de tomates

HO O
Anthocyanidine
OH
CH
Cyanidine HO 0L O
LI
. - aubergine, rhubarbe, chou rouge, oignon rouge

- mdre, cassis, myrtille, raisin, cerise, fraise, prune
- sureau, aronia, camarine noire

Delphinidine
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Les principaux composés non flavonoides sont les acides phénoliques (acide gallique,
précurseur des tanins et ellagitanins), les acides hydroxycinnamiques (acide férulique, acide p-
coumarique, acide caféique...) et les stilbéenes (resvératrol...). Figure 34. (Crozier et al., 2008; Singla et

al., 2019).

OH HO
HO
Zcoom O OH
Hydroxycinnamates (caffeic acid)
OH

HO, OH

Stilbenes (resveratrol)

OH
o OH
fo) 0
© OH
HO
o)

Hydrolizable tannins (corilagin)

COOH

Phenolic acids (gallic acid)

Ellagic acid

Figure 34 : Exemples de composés polyphénoliques non flavonoides (Selma et al., 2009).

3.2 Effets des flavonoides sur la sécrétion d’insuline et la protection des

cellules B pancréatiques

Au cours des dernieres décennies, un grand nombre d'études ont démontré les effets
bénéfiques sur la santé de la consommation de composés polyphénoliques présents dans les végétaux.
Plusieurs études épidémiologiques ont montré une corrélation entre I'exposition aux polyphénols et

la prévention de plusieurs maladies non transmissibles telles que le cancer, les maladies
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neurodégénératives, les maladies cardiovasculaires et le diabéte. Toutefois, les mécanismes sous-
jacents sont peu connus (Del Rio et al., 2012; Rodriguez-Mateos et al., 2014; Chiva-Blanch and
Badimon, 2017; Durazzo et al., 2019). Les effets des flavonoides sur les cellules B pancréatiques
concernent essentiellement la survie de ces cellules ou leur fonctionnalité avec en premiére ligne la
sécrétion d’insuline. Les effets sont décrits in vivo, grace a des études réalisées sur des modeles
animaux de diabéte, ou bien in vitro, dans des expériences menées sur des flots isolés ou sur des lignées
cellulaires sécrétant de l'insuline. Les différents résultats d’études récentes qui ont évalué les effets
des flavonoides sur la survie des cellules B dans différents modeles d’animaux diabétiques sont
résumés dans le Tableau 8. Les investigations évaluant les effets des flavonoides sur la fonctionnalité
des cellules B et I'identification de leurs cibles cellulaires sont le plus souvent réalisées sur des modeles
in vitro. Ces études explorent également la capacité des flavonoides a protéger les cellules B en mimant
des conditions décrites dans la physiopathologie du diabete de type 2 comme le stress oxydant, la
gluco- et la lipotoxicité ou lI'inflammation chronique. (Dall’Asta et al., 2015; Soares et al., 2017,

Ghorbani et al., 2019).

De plus en plus d’études démontrent la capacité de plusieurs flavonoides comme la
quercétine, le kaempférol, la morine, la génistéine, la catéchine ou la cyanidine a stimuler la sécrétion
d’insuline. Ainsi, un large éventail de flavonoides peut agir sur les cellules B pancréatiques et moduler
la sécrétion d’insuline. Les cibles pharmacologiques de ces composés sont nombreuses et refletent des
mécanismes d’action différents. La quercétine et la cyanidine, par exemple, sont capables d’activer les
Cay pour induire une entrée de calcium dans les cellules B et déclencher I’exocytose des vésicules de
sécrétion (Youl et al., 2010; Bardy et al., 2013; Bhattacharya et al., 2014; Suantawee et al., 2017,
Zhuang et al., 2018). Cependant certains flavonoides améliorent la sécrétion d'insuline induite par le
glucose en influencant les voies de régulation, notamment les cascades de signalisation PLCB / PKC et
AMPc / PKA, ou en agissant sur le métabolisme mitochondrial. Plus précisément, I’effet du kaempférol
implique le transporteur MCU (Mitochondrial Calcium Uniporter) pour augmenter I’entrée de calcium
dans la mitochondrie lors de la stimulation par le glucose (Bermont et al., 2020). La morine, quant a
elle, interagit avec les récepteurs aux imidazolines I3 (R-13), conduisant a la fermeture des Kare et a
I’ouverture consécutive des Cay, mais aussi a |'activation de la PLCPB, puis de la PKC (Lin et al., 20173,
2017b). La génistéine stimule la signalisation de I'AMPc via une interaction avec le GPR30 (G protein-
coupled receptor 30), récepteur aux cestrogenes de type RCPG, couplé a la protéine Gas (Luo et al.,

2018).
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Tableau 8 : Résumé des études évaluant les effets des flavonoides sur les cellules B pancréatiques
chezles animaux diabétiques. ALO : alloxane ; EGCG : épigallocatéchine gallate ; FBG : glycémie a jeun ;
GPx : glutathion peroxydase ; GST: glutathion S transférase ; NO : monoxyde d’azote ; STZ:
streptozotocine ; SOD : superoxyde dismutase ; | : diminution ; > : augmentation (Ghorbani et al.,

2019).

Flavonoids Experimental model Effective dose Effects on pancreatic islets Other effects
Epicatechin STZ-induced diabetic rats 30mg/kg twice a day (6 \Beta cell degeneration \FBG
days) {Insulin and glucagon expression
tinsulin release
INO
EGCG dby/db type 2 diabetic mice 10g per kg of diet (10 weeks)  {The number and the size of islets tSerum insulin; |FBG
{Pancreatic tGlucose tolerance
insulin content
Eupatilin dbydb type 2 diabetic mice 5mg and 20 mg per 100 g fPancreatic insulin level tSerum insulin
diet (6 weeks) \FBG and HbAle
tSerum adiporectin
tHepatic glycogen content
Fisetin STZ-induced diabetic mice 10mg/kg (30 days) {Beta cell degeneration tSerum insulin
tEnzymatic antioxidants ( fcatalase, \FBG and HbAlc
150D, t1GPx 1GST) JSerum NO
1Serum oxidative stress indices (|
lipid peroxidation; |glutathione)
(Serum TL-1p
Genistein STZ-induced diabetic mice 250 mg/ kg (4 weeks) | Beta cell apoptosis tSerum insulin
{Beta cell proliferation \FBG
Naringenin STZ-induced diabetic rats S50mg/ kg (3 weeks) tBeta cell number t8erum insulin
LOxidative stress (Jlipid peroxidation;  |FBG
150D; featalase;, 1GPx; 1GST)
Naringin STZ-induced diabetic rats 100 mg/ kg (4 weeks) fBeta cell number \Serum cytokines (TNF-c, 1L-6)
|Oxidative stress (| lipid peroxidation;
1S0D; fcatalase, 1GPx; [GST)
Proanthocyaniding  STZ- and high carbohydrate/fat 250 & 500 mg/kg (16 weeks)  [Beta cell apoptosis 1Glucose tolerance
diet-induced diabetic rats fInsulin expression in the pancreas
ALO-induced diabetic rats 50 & 100 mgdkg (72h) JOxidative stress (fglutathione, tSerum insulin
Lipid peroxidation) | Nitrate/nitrite \FBG
content)
Cadmium-induced pancreatitis in Pretreatment with 25- LBeta cell apoptosis 1Serum insulin
rats 100 mg/ kg LExpression of caspases \FBG
tPancreatic insulin VSerum lipids
WNO
\Pancreatic TNF-a, -1}, and IFN-y
{Dxidative stress ([ROS, tglutathione,
Hipid peroxidation, |xanthine
oxidase)
Puerarin STZ-induced diabetic mice 100 mgkg (3 days Beta cell mass tSerum insulin
prefreatment) \FBG
1Glucose tolerance
Quercetin STZ-induced diabetic rats 15mg/kg (4 weeks) {Beta cell number t8erum insulin
(Dxidative stress (|lipid peroxidation, |[FBG
tcatalase, fGPx) \Serum NO
15mg/kg (10 days) tBeta cell number tSerum insulin
|FBG
tGlucose tolerance
25 mg/kg (30 days) iBeta cell apoptosis tSerum insulin
iDxidative stress (150D; [lipid I\FBG
peroxidation, fcatalase, fGPx) JSerum NO
50 mg/kg (40 days) tBeta cell number tSerum insulin
\Hepatic oxidative stress (|lipid
peroxdation)
STZ-induced diabetic mice Diets containing 0.1% or {Beta cell proliferation tSerum insulin
0.5% quercetin (2 weeks) VOxidative stress ( [lipid peroxidation)  |FBG
Fructose-induced hyperinsulinemia 100 mg/Kg (4 weeks) Preserving islet morphology and WFBG
(rats) function (Serum insulin
(Serum leptin
Rutin STZ-induced diabetic rats 100 mg/g (45 days) fBeta cell number tSerum insulin
(Dxidative stress (| lipid peroxidation;  |[FBG

180D; 1GPx fcatalase; Tglutathione)
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Dans le but de promouvoir les effets bénéfiques des flavonoides sur les cellules B
pancréatiques, et aprés avoir montré leur efficacité pour stimuler la sécrétion d’insuline, de
nombreuses études se sont également attachées a prouver leur capacité a protéger ces cellules dans
un environnement délétére mimant le diabéte de type 2 : stress oxydant, gluco- et lipotoxicité,
environnement pro-inflammatoire. Le stress oxydant peut étre induit par le peroxyde d’hydrogene
(H20,) ou le 2-désoxy-D-ribose (dRib), générateurs de ROS. La gluco- et la lipotoxicité sont provoquées
par une exposition prolongée a une forte concentration en glucose ou acide gras saturé a longue chaine
respectivement. L'environnement pro-inflammatoire est mimé par une exposition a un cocktail de
cytokines pro-inflammatoires, généralement composé de TNF-a (Tumor necrosis factors a), 1L-1B
(Interleukine 1 B) et IFN-y (Interféron y). Ces conditions particuliéres interferent avec le métabolisme

des cellules B et aboutissent a leur apoptose.

Il a été montré que la quercétine, le kaempférol, la morine et I'apigénine sont capables de
protéger la fonction et la viabilité des cellules B contre les dommages oxydatifs induits par H,0; ou le
dRib. Les mécanismes sous-jacents impliquent le pouvoir anti-oxydant de ces flavonoides mais aussi
une action pharmacologique (Lee et al., 2010; Suh et al., 2012). La morine inhibe la formation de
radicaux libres via I'activation du facteur de transcription Nrf2 (Nuclear factor erythroid-2-related
factor 2) et 'augmentation consécutive de I'expression d'un ensemble de génes antioxydants (SOD,
CAT et GPx) (Vanitha et al., 2017). L’action de la quercétine semble dépendre de I'équilibre entre
I'activation de ERK1/2 (Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2) favorable a une survie et une
prolifération des cellules et JNK (c-Jun N-terminal Kinase) conduisant a I'apoptose et a la mort cellulaire

(Youl et al., 2010, 2014).

En conditions de gluco- et/ou lipotoxicité, induisant I’apoptose des cellules B, la quercétine, la
naringénine, le kaempférol, et la myricétine parviennent a sauvegarder la viabilité cellulaire. Ces
flavonoides agissent essentiellement en bloquant les mécanismes d’apoptose comme I’activation des
caspases, en augmentant |’expression des protéines anti-apoptotiques Akt et Bcl-2 (B-cell lymphoma
2) et parallelement en diminuant I'expression des protéines pro-apoptotiques comme BAX
(Bcl-2-associated X protein) et BAD (Bcl2-associated agonist of cell death) (Zhang and Liu, 2011;
Bhattacharya et al., 2014; Zhuang et al., 2018; Karunakaran et al., 2019).

De la méme fagon, plusieurs flavonoides sont également capables de protéger les cellules  de

I"apoptose induite par un environnement pro-inflammatoire en augmentant I'expression des protéines

anti-apoptotiques Akt et Bcl-2 et en diminuant I’expression des protéines pro-apoptotiques comme
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BAX. Par ailleurs, il est a noter que les cytokines pro-inflammatoires favorisent la translocation de
NF-kB dans le noyau, conduisant a une augmentation de I'expression de la forme inductible de la NO
synthase (iNOS) et a l'augmentation conséquente de NO, favorable a I'apoptose des cellules. La
quercétine, la naringénine, I’apigénine, la lutéoline, la myricétine et I'EGCG sont capables de bloquer

cette voie de signalisation (Kim et al., 2007; Zhang et al., 2011; Ding et al., 2012; Dai et al., 2013).

Ainsi, plusieurs études in vitro, utilisant différents modeles cellulaires, ont permis la mise en
évidence des effets bénéfiques des flavonoides sur les cellules B pancréatiques. En effet, ils sont décrits
pour améliorer leur capacité a sécréter de l'insuline en réponse au glucose et a résister aux agressions
qui miment les conditions du diabéte. Les résultats de ces études indiquent que I'effet protecteur des
flavonoides a des concentrations non nutritionnelles (supérieures a 1 uM) peut reposer, au moins en
partie, sur leur capacité a moduler directement la fonctionnalité cellulaire. Il est difficile d'identifier
leurs cibles moléculaires précisément, mais il apparait que I'exposition des cellules B aux flavonoides
entraine une modulation de diverses cibles pharmacologiques, notamment des canaux ioniques, des
protéines kinases ou des facteurs de transcription. Plus précisément, les flavonoides peuvent
améliorer la fonction des cellules f non seulement en stimulant les facteurs de survie ou les effecteurs

de la sécrétion d'insuline, mais également en inhibant les processus cellulaires déléteres.

3.3 Effets des flavonoides sur les canaux calciques voltage dépendants

Une étape clé dans les mécanismes de sécrétion d’insuline est I'activation des Cay, afin de
déclencher I'exocytose de vésicules de sécrétion. Les Cay sont également d’une importance capitale
dans la fonctionnalité d’autres types cellulaires (contractions musculaires, propagation des potentiels
d’action, exocytose des neurotransmetteurs...). L'effet des flavonoides sur ces canaux a donc été

largement étudié sur de nombreux modéles.

Parmi les canaux calciques, les Cay1.2 sont particulierement impliqués dans la premiere phase
de la sécrétion d’insuline (Rorsman and Ashcroft, 2018). Summanen et al. (2001) ont été les premiers
a démontrer que la quercétine augmente les courants de type L via les Cayl.2 spécifiquement, dans
des cellules hypophysaires de rats de la lignée GHAC1. Depuis, plusieurs autres études ont confirmé a
I'aide d’expériences électrophysiologiques dans divers types cellulaires, que la quercétine est un

activateur des canaux Cayl.2 (Summanen et al., 2001; Fusi et al., 2017). Sur des cellules de muscles
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lisses vasculaires, Saponara et ses collaborateurs (2011) ont étudié 24 molécules, structurellement
proches de la quercétine et de la myricétine, dans le but de déterminer les caractéristiques
structurelles responsables de leur activité sur les Cayl.2. Certains flavonoides se sont révélés
activateurs (agonistes) et d’autres inhibiteurs (antagonistes) des courants calciques. La myricétine, la
quercétine, l'isorhamnétine, la lutéoline, I'apigénine et le kaempférol ont augmenté les courants
calciques, tandis que la naringénine, le résokaempférol, la baicaléine, la génistéine, la 3-méthyl-
galangine, la 5,7,2'-trihydroxyflavone et la chrysine ont inhibé ces courants. Cependant, aucune
relation structure-activité n'a pu véritablement étre affirmée avec cette série de composés, méme si
des positions d’hydroxylation ont émergé comme plus importantes pour conférer aux flavonoides des

effets agonistes ou antagonistes sur les canaux calciques. Figure 35. (Saponara et al., 2011).
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Figure 35 : Positions des groupements hydroxyles et leurs effets sur la modulation des canaux Cay1.2
de cellules de muscles lisses vasculaires par les flavonoides (Saponara et al., 2011).

Par la suite, la méme équipe a réalisé une étude de relation structure/activité in silico sur les
mémes flavonoides en utilisant un modele 3D de la sous-unité oaic des Cayl.2. Concernant les
flavonoides classés comme activateurs lors des expériences d’électrophysiologie précédemment
décrites, le groupement hydroxyle en position 3’ apparait essentiel pour la formation d'une liaison
hydrogéne avec le résidu Thr-1066 du canal, tandis que ceux en position 5, 6 et 7 contribuent a la
formation de liaisons hydrogéne avec les résidus Tyr-1178, Ser-1141 et Tyr-1489 du canal
respectivement. Ces interactions stabiliseraient une conformation favorisant I'ouverture du canal.

Pour les molécules inhibitrices, les groupements hydroxyles en position 4 et 5 semblent étre
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importants pour la formation de liaisons hydrogene avec le résidu Tyr-1489 du canal. Par ailleurs, le
groupement hydroxyle en position 6 semble délétére car il empéche la formation d’une liaison
hydrophobe avec le résidu Leu-774 du canal. Inversement, le groupement hydroxyle en position 7
s'avere important pour la formation d'une liaison hydrogéne avec le groupe amino du résidu Asn-770
du canal. Ces interactions stabiliseraient une conformation favorisant la fermeture du canal. Figure
36. La géométrie spatiale des flavonoides semble également jouer un réle important dans |'effet de
ces molécules puisque les flavonoides activateurs présentent un angle diédre entre les plans formés
par les cycles A et C et par le cycle B, et les flavonoides inhibiteurs possedent une géométrie plane.
Cette géométrie moléculaire différente est causée par des liaisons hydrogenes intramoléculaires dans

leur structure. Figure 36. (Fusi et al., 2017).
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Figure 36 : Géométrie spatiale de quelques flavonoides et sites d’interaction des groupements
hydroxyles avec la sous-unité ayc des Cay1.2 (Fusi et al., 2017).

Concernant les cellules B pancréatiques, dans le modeéle des cellules de la lignée INS-1, la
quercétine (20 umol.L?), en I'absence de tout facteur co-stimulant, induit une augmentation de

calcium intracellulaire et une sécrétion d'insuline, toutes deux inhibées par la nifédipine (un
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antagoniste des Cay de type L). Ces résultats ont pu étre reproduits dans des cellules isolées d’ilots
pancréatiques de rat. De plus, des expériences de patch-clamp cellule entiere ont confirmé que la
qguercétine active directement les Cay de type L dans les cellules INS-1, en interagissant toutefois avec
un site de liaison différent de celui du bay K8644 (agoniste du canal calcique) (Bardy et al., 2013).
Toujours dans les cellules INS-1, la cyanidine augmente la sécrétion d'insuline avec un effet maximal
obtenu a 100 pmol.L en présence de 4 mmol.L? de glucose. Elle induit une augmentation de calcium
intracellulaire qui peut étre inhibée par une déplétion de calcium extracellulaire et par la nimodipine
(inhibiteur des Cay). Des expériences d’électrophysiologie en patch clamp cellule entiére ont montré
que la perfusion de cellules INS-1 avec de la cyanidine conduit a I’apparition de courants électriques
caractéristiques des Cay de type L. Ces résultats sont en faveur d’'un mécanisme d’action impliquant

I’activation des Cay par la cyanidine. (Suantawee et al., 2017).

Sur des artéres pulmonaires isolées de rats, un protocole standard pour I'évaluation
fonctionnelle des Cay de type L consiste a induire une contraction des arteres avec des concentrations
croissantes en CaCl,, dans un milieu dépolarisant riche en potassium et dépourvu de calcium. Un
traitement par 10 umol.L? de kaempférol diminue les contractions induites par le CaCl,. Ceci montre
que le kaempférol agit comme un antagoniste des Cay de type L dans les cellules musculaires lisses

vasculaires de I'artére pulmonaire du rat (Mahobiya et al., 2018).

La lutéoline (20 umol.L") a un fort effet inhibiteur sur la motilité du cdlon en inhibant la
contraction des muscles lisses de souris. Son effet inhibiteur n’est pas affecté par le TTX (un inhibiteur
des canaux Na*), le L-NAME (un inhibiteur de la NO synthase), ’'ODQ (un inhibiteur de la guanylyl-
cyclase) ou I’Ani9 (un bloqueur spécifique des canaux ANO1), ni méme par le TEA (un inhibiteur non
sélectif des canaux K*), le glibenclamide (un inhibiteur des Kare) et I'apamine (un inhibiteur des canaux
potassiques activés par le calcium a faible conductivité). En revanche, I'effet inhibiteur de la lutéoline
est diminué par le bay K8644 (un activateur des Cay de type L). Par ailleurs, les courants calciques de
type L, enregistrés par la technique de patch-clamp cellule entiére sur des cellules musculaires lisses
du célon proximal, sont fortement diminués par la lutéoline. Ainsi, I'effet inhibiteur de la lutéoline sur
la contraction des muscles lisses du c6lon semble médiée par l'inhibition des Cay de type L chez la

souris (Yang et al., 2020).
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Les flavonoides sont donc capables de moduler les courants calciques a travers les Cay dans
plusieurs modéles expérimentaux. Certains composés se révelent activateurs de ces canaux et
amplifient les courants entrants de calcium, tandis que d’autres s’averent étre inhibiteurs. Il est a noter
gu’un méme flavonoide peut agir a la fois comme activateur ou inhibiteur des Cay selon le modéle
utilisé. Ceci pourrait étre di aux sous-unités du canal potentiellement légerement différentes en
fonction de chaque type cellulaire ou s’expliquer par I'expression de protéines régulatrices spécifiques

ou par I’environnement du canal au niveau de la membrane plasmique.

3.4 Effets des flavonoides sur les fonctions mitochondriales

La mitochondrie joue un réle déterminant dans les mécanismes de sécrétion d’insuline en
réponse au glucose. Elle permet de transformer I'énergie du métabolisme glucidique en ATP.
’augmentation du ratio ATP/ADP va alors déclencher I’exocytose des vésicules d’insuline via la

fermeture des Katp et I'ouverture des Cay.

Les flavonoides peuvent agir sur la chaine des phosphorylations oxydatives (OXPHOS) des
mitochondries et impacter la synthese d’ATP. Certains d’entre eux sont capables de moduler I'activité
des complexes de la chaine respiratoire et/ou de découpler la phosphorylation oxydative en affectant
la perméabilité membranaire. Ce dernier point peut étre la conséquence d’'une modulation de I'activité
du pore de transition de perméabilité mitochondrial via ’ANT (Adenine Nucleotide Translocase), ou

bien d’une action découplante directe en leur qualité de protonophore.

Il est bien établi que la chaine de transport des électrons dans la mitochondrie produit des
ROS, comme I'anion superoxyde (O,’), rapidement converti en peroxyde d'hydrogene (H.O) par
I'action de la superoxyde dismutase mitochondriale. Les ROS sont connus pour conduire a une
dysfonction des cellules B dans la physiopathologie du diabéte de type 2 (cf. 2.3.3 Défaut de sécrétion
d’insuline par les cellules B pancréatiques). L'inhibition de la chaine respiratoire augmente la
production de ROS par les mitochondries, tandis que son découplage la diminue. Une étude menée
sur des mitochondries isolées de cerveaux et de coeurs de rats a montré que la quercétine, le
kaempférol et I'épicatéchine sont de puissants inhibiteurs de la production de H,0, par les
mitochondries. (Lagoa et al., 2011). Une autre étude sur des mitochondries isolées de foies de rats, a

montré, a l'inverse, que la quercétine inhibe la respiration mitochondriale et augmente donc la
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génération de ROS par les mitochondries. Cependant, cette étude précise que, potentiellement, la
quercétine élimine rapidement les ROS générés grace a son pouvoir antioxydant direct. La galangine,
quant a elle, provoque un découplage de la chaine des phosphorylations oxydatives, diminuant la
génération de ROS par les mitochondries (Dorta et al., 2008). L'inhibition de la production de ROS par
les flavonoides a un effet protecteur sur les cellules B, améliorant ainsi leurs fonctionnalités telles que

la sécrétion d’insuline.

Concernant les effets des flavonoides sur les complexes de la chaine OXPHOS, une étude a
montré que la quercétine, le kaempférol et I'apigénine (dés 10 pmol.L?) n’affectent pas la
consommation de dioxygene, mais qu’ils inhibent I’activité du complexe | de la chaine respiratoire dans
des mitochondries isolées de cerveau et de cceur chez le rat. Cette inhibition a été diminuée par ajout
d’ubiquinone, suggérant une compétition entre ces flavonoides et I'ubiquinone sur le site de liaison au
niveau du complexe I. En effet, les flavonoides présentent une structure chimique proche de la partie
quinone de l'ubiquinone. Par contre, ces flavonoides ne modulent pas I'activité des complexes II, 11l et
IV (Lagoa et al., 2011). La génistéine est décrite pour inhiber I'activité de I'ATP synthase (Clsg = 55
umol.L?) dans des mitochondries isolées de cerveau de rats (de Oliveira, 2016). A partir de
mitochondries isolées de cerveau et de foie de rat, une autre équipe a classé divers flavonoides vis-a-
vis de leur capacité a inhiber I’ATP synthase en évaluant leurs Clso. L'épigallocatéchine gallate est le
flavonoide le plus inhibiteur de leur screening avec une Clso évaluée a 17 umol.L?. Suivent
I’épicatéchine gallate (Clso = 45 umol.L?), puis la génistéine, la quercétine, le kaempférol et la morine
(Clso de 55 a 65 umol.L") et la phlorétine, I’apigénine et la daidzéine (Clso environ de 100 umol.L?). La
catéchine, I'épicatéchine et I'épigallocatéchine sont plus faiblement inhibitrices (Zheng and Ramirez,

2000).

Les flavonoides, acides faibles hydrophobes, présentent des caractéristiques structurelles
souvent associées aux molécules découplantes telles que les protonophores. lls sont capables de
diffuser a travers les membranes et de se présenter sous forme anionique déprotonée ou sous forme
neutre associée a un proton. Dans le cytosol (pH 7,4), ils existent sous la forme d'un mélange de formes
anioniques et neutres. La proportion de forme anionique et neutre dépend du pKa de chaque
groupement phénolique. Leur propension a traverser la membrane cellulaire et les membranes
mitochondriales externe et interne dépend de leur lipophilie. De nombreux flavonoides ont des valeurs
de pKa comprises entre 6 et 9, soit proches du pH physiologique du cytosol et des compartiments
mitochondriaux. lls ont donc la capacité d'atteindre la matrice mitochondriale et d’y libérer un proton

dans I'environnement relativement basique (pH 7,8) de la matrice. Aprés dissociation, les flavonoides
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sous forme anionique diffusent a travers la membrane interne mitochondriale grace au gradient
électrochimique pour rejoindre I'environnement relativement acide de |'espace intermembranaire (pH
6,8) et s’associer a un proton. Cette diffusion a travers la membrane mitochondriale interne entraine
le transport de protons de I'espace membranaire interne vers la matrice mitochondriale, ce qui conduit
a la dissipation du potentiel de membrane mitochondrial et au découplage de la phosphorylation
oxydative. Figure 37 (Stevens et al., 2018). Une étude réalisée sur des mitochondries isolées de cellules
de foie de rat a montré que la galangine, a 25 et 50 pumol.L?, peut dissiper le potentiel de membrane
mitochondrial et diminuer la synthése d’ATP. Les auteurs expliquent que la structure chimique de la

galangine favorise son activité découplante en tant que protonophore (Dorta et al., 2005).
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Figure 37 : Effets potentiels des flavonoides sur la mitochondrie (d'apres Stevens et al., 2018).
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Les pores de transition de perméabilité mitochondriaux (PTP) sont des complexes
multiprotéiques formant un canal associé a de nombreuses protéines régulatrices. lls sont notamment
impliqués dans le déclenchement de I'apoptose. Dans des conditions physiologiques, les complexes
PTP régulent les échanges ATP/ADP et les échanges de petits métabolites entre le cytosol et la matrice
mitochondriale. L'ANT est une protéine régulatrice du PTP capable d’induire ou d’inhiber son
ouverture. Sur des mitochondries isolées a partir de cortex de rein de rat, la quercétine inhibe la
consommation de dioxygéne a des concentrations supérieures a 30 umol.L™. Elle induit également une
chute du gradient électrique transmembranaire a 5 et 30 umol.L™ . Les auteurs ont montré que la
quercétine induit l'ouverture des pores de transition de perméabilité mitochondriaux (PTP) par

I'inhibition de I’ANT, expliquant la baisse du potentiel de membrane (Ortega and Garcia, 2009).

Les flavonoides présentent des effets variés au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale.
IIs sont décrits pour piéger les ROS en formant des quinones et protéger ainsi le métabolisme
mitochondrial. Ils peuvent également cibler la phosphorylation oxydative mitochondriale en
interagissant avec les complexes de la chaine de transport des électrons, principalement I'ATP
synthase, en diminuant le potentiel membranaire comme protonophores ou induire I'ouverture des
pores de transition de perméabilité mitochondriaux. La modulation des fonctions mitochondriales a
un fort impact sur la sécrétion d’insuline induite par le glucose puisqu‘elles permettent la synthese
d’ATP. 'augmentation du ratio ATP/ADP est en effet une étape nécessaire dans le processus de
sécrétion d’insuline. Une inhibition du métabolisme mitochondrial pourra ainsi avoir comme
conséquence une inhibition de la sécrétion d’insuline. A l'inverse, une protection des fonctions

mitochondriales sera bénéfique pour la cellule B et la sécrétion d’insuline.

Nous venons de voir que de nombreux flavonoides sont actifs sur la cellule B pancréatique, et
gu’ils sont notamment capables de moduler la sécrétion d’insuline induite par le glucose. Cependant,
les mécanismes d’action de ces molécules ne sont pas toujours clairement identifiés et peuvent faire
intervenir plusieurs cibles cellulaires. De plus, les flavonoides sont capables de moduler I'activité des
Cav et/ou d’interférer avec le métabolisme mitochondrial dans plusieurs types cellulaires. Il apparait
alors important de pouvoir comparer les effets de ces flavonoides sur la sécrétion d’insuline et
d’essayer d’identifier plus précisément les mécanismes d’actions mis en jeu, particulierement au

niveau des Cay et des fonctions mitochondriales.
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I. Introduction

Le diabéete est un trouble du métabolisme du glucose qui peut engendrer des complications
microvasculaires (rétinopathie, néphropathie, neuropathie) et macrovasculaires (coronaropathies
avec angine de poitrine ou infarctus du myocarde, et artériopathies périphériques avec accidents
vasculaires cérébraux) s’il n’est pas correctement pris en charge. Les dépenses mondiales de santé
liées au diabete en 2019 sont estimées a 760 milliards USD par la Fédération Internationale du Diabéte
(FID, 2019). La prévalence du diabéte est en augmentation dans le monde et génere un colt humain,
social et économique important (Zheng et al., 2018). En effet, en 2019, on dénombre 463 millions de
diabétiques dans le monde, soit 1 personne sur 11, et la prévalence du prédiabéete en France est
estimée entre 10 et 15 %. Le diabéte peut conduire a des décés prématurés en raison de ses
complications, notamment les complications cardiovasculaires et rénales : il a causé pres de 4,2
millions de morts dans le monde en 2019. Le diabéte est caractérisé par une hyperglycémie chronique,
c’est-a-dire une glycémie a jeun supérieure a 1,26 g/L, soit 7 mmol/L. On distingue particulierement
deux types de diabéte : le diabete de type 1 qui résulte d’une destruction auto-immune des cellules
pancréatiques ; et le diabéte de type 2 qui combine une résistance a l'insuline et un déficit de sécrétion
d’insuline. L'insuline est la seule hormone hypoglycémiante. Elle est produite et sécrétée par les
cellules B des Tlots de Langerhans du pancréas. Le diabéete de type 2 est précédé d’une phase de
prédiabéte correspondant a une diminution de la sensibilité a l'insuline, compensée par une
hypersécrétion d’insuline. En fonction de prédispositions génétiques et de facteurs
environnementaux, le stade de prédiabéte peut évoluer vers le stade de diabete de type 2 (Tabdk et
al., 2012). A ce stade, des phénomeénes de gluco- et lipotoxicité, ainsi qu’une inflammation de bas
grade vont contribuer a I'apparition de stress oxydant et provoquer une dysfonction et une apoptose
des cellules B (Poitout and Robertson, 2008; Boni-Schnetzler and Meier, 2019). Cependant, dés le stade
de prédiabeéte, la lipotoxicité et I'inflammation peuvent conduire a une dysfonction précoce de la
cellule B (O’Neill et al., 2013; Alejandro et al., 2015). Ainsi, la cellule B joue un role central dans la
physiopathologie du diabéte de type 2 et constitue la cible de plusieurs classes d’antidiabétiques

(Bauduceau et al., 2019).

Les polyphénols sont des molécules naturelles retrouvées dans de nombreux végétaux
consommeés par I'Homme. Il existe des milliers de polyphénols, ce qui constitue une mine de molécules
tres abondante et variée. Les principales sources alimentaires sont les fruits, les [égumes, le vin, le thé
et le café. Les composés phénoliques sont caractérisés par la présence d'au moins un cycle benzénique

portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. lls peuvent étre classés en fonction de la complexité de
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la structure du squelette de base. Les flavonoides (famille de polyphénols parmi les plus abondants du
régne végétal) sont des molécules connues pour leur pouvoir antioxydant (Crozier et al., 2008; Del Rio
etal., 2012). Plus récemment, plusieurs travaux ont révélé que certains d’entre eux seraient également
dotés d’activités pharmacologiques et induiraient des effets santé pouvant étre exploités d’un point
de vue thérapeutique (Williamson et al.,, 2018). Ces résultats sont corroborés par des études
précliniques ayant démontré l'intérét potentiel de ces molécules dans le traitement des maladies
cardiovasculaires, des cancers, de troubles neurodégénératifs et du diabéte (Del Rio et al., 2012;
Rodriguez-Mateos et al., 2014; Dall’Asta et al., 2015; Zanotti et al., 2015). Chez 'Homme, de
nombreuses études épidémiologiques suggérent que la consommation réguliere de végétaux, riches
en polyphénols, serait associée a un risque plus faible de développer ces pathologies chroniques
(Hartley et al., 2013; Wang et al., 2014). Ainsi, les polyphénols et leurs dérivés constituent une source

de molécules d’origine naturelle avec un potentiel thérapeutique qui reste largement a explorer.

La cellule B jouant un role central dans la physiopathologie du diabete de type 2, nous pouvons
|égitimement nous demander si des modulateurs pharmacologiques, comme les polyphénols, peuvent
protéger, améliorer ou restaurer la fonctionnalité de la cellule B dans le but de retarder |'apparition
voire de traiter le diabete de type 2. Les insulino-sécréteurs actuellement sur le marché ne sont pas
dénués d’effets indésirables (risque d’hypoglycémie avec les sulfamides hypoglycémiants), ou peuvent
impacter la qualité de vie du patient (les incrétino-mimétiques devant étre administrés sous forme
injectable). Des études antérieures menées dans notre équipe ont permis de montrer que la
quercétine, un polyphénol de la famille des flavonoides, est capable de potentialiser la sécrétion
d’insuline induite par le glucose, et de protéger la cellule B du stress oxydant, notamment en activant
la voie de signalisation ERK1/2 (Youl et al., 2010). De plus, lors d’une étude plus approfondie de son
mécanisme d’action, il a été montré que la quercétine est capable d’activer les canaux calciques
voltage dépendant de type L de la cellule B. Ainsi la quercétine induit une augmentation de la
concentration de calcium intracellulaire, processus requis pour déclencher la sécrétion d’insuline. Elle
sensibiliserait également la membrane plasmique en déplacant le seuil d’activation des Cay vers des
potentiels de membrane plus négatifs, permettant de préparer la cellule B a I'augmentation de la

glycémie. Figure 38. (Bardy et al., 2013).
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Figure 38 : Mécanisme d'action hypothétique de la quercétine sur la cellule B (d’apres Youl et al.,
2010; Bardy et al., 2013).

En 2011, Saponara et ses collaborateurs ont classé différents flavonoides selon leur capacité a
moduler I'activité des canaux calciques Cay 1.2 sur un modeéle de cellules musculaires lisses vasculaires
(des plus agonistes, qui ouvrent les canaux, aux plus antagonistes, qui les ferment, en passant par les
flavonoides inactifs) (Saponara et al., 2011). Compte-tenu de nos résultats expérimentaux obtenus
avec la quercétine, nous avons décidé d’étudier le comportement de ces molécules sur la
fonctionnalité des cellules B pancréatiques qui expriment également les Cay 1.2. En effet, il apparait
important de s’attacher a trouver s’il existe une molécule avec des propriétés plus intéressantes que
la quercétine : plus efficace, plus puissante, plus sélective... Par ailleurs, la quercétine possede un effet-
propre sur la sécrétion d’insuline in vitro : elle induit une sécrétion d’insuline en absence de glucose
(Bardy et al., 2013). Une molécule sans effet-propre, autrement dit qui stimule la sécrétion d’insuline
uniquement en présence de glucose, serait plus appréciable puisqu’elle limiterait les risques
d’hypoglycémie lors d’une utilisation en tant que médicament anti-diabétique. Ainsi, sur la base des
résultats obtenus par Saponara et al. Figure 39., nous avons sélectionné des molécules dont les

structures sont proches de celle de la quercétine puis évalué leur effet sur la sécrétion d’insuline.

100



Partie expérimentale - Introduction

e, 0 A

o 0

Chrysine

e

o e

Apigénine

L n

Quercétine Apigénine Kaempférol Taxifolin Daidzéine Morine Résokaempférol Genistéine  Chrysine Galangine
CE;o ou
Clsg (LM) 5 ND ND 30 60 20 15

e // - -
TN/ o AT / AN LI

- Jou o @ oY Y™

St td o ‘\; g o,

N\ \T ™/
Emax 290 180 165 105 1 60 40 30

100 %

w Emax Inhibiteurs
(% du contrdle)

Figure 39 : Effet de différents flavonoides sur la modulation des courants calciques sur un modéle de
cellules musculaires lisses vasculaires (d'apres Saponara et al., 2011).

Ce travail de these présente donc de nombreux intéréts majeurs. D’un point de vue
pharmaceutique, cette étude ouvre la voie sur la recherche de nouvelles thérapies antidiabétiques.
Plusieurs flavonoides, dont la quercétine, se sont montrés efficaces pour stimuler la sécrétion
d’insuline et protéger les cellules B pancréatiques des conditions de stress mimant le diabéte. De plus
il s"agit de molécules naturelles qui semblent a priori plus slres d’utilisation. L’étude des relations
structure-activité autour du squelette de la quercétine a pour but de trouver des molécules plus
actives, c’est-a-dire efficaces a des concentrations inférieures a 20 umol.L™ (plus faciles a atteindre
dans la circulation sanguine), mais aussi et surtout, de trouver des molécules dénuées d'effet propre,
c’est-a-dire gluco-dépendantes, comme les incrétines, afin de limiter les risques d’hypoglycémie. Par
ailleurs, il a été montré que la quercétine stimule la sécrétion d’insuline via I'activation des Cay. Ces
canaux pourraient ainsi étre une nouvelle cible pharmacologique dans te traitement du diabéete de

type 2.
Un deuxiéme intérét de ce travail concerne la pharmacologie fondamentale. Il apparait tout

d’abord important d’observer le comportement des flavonoides sur un modele cellulaire différent de

celui de Saponara et al. (2011). Ensuite, I’étude des relations structure-activité permet de mettre en
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évidence les positions des groupements hydroxyles sur le noyau flavone qui provoquent un
comportement agoniste ou antagoniste, et qui augmentent ou diminuent sa puissance. L'exploration
du mécanisme d’action de ses analogues de la quercétine tente d’expliquer ces différences de
comportement et conduit a I'identification de nouvelles cibles pharmacologiques mises en jeu. Tout
ceci ouvre la voie vers une éventuelle modulation chimique du squelette de la quercétine afin d’obtenir
le meilleur stimulateur de la sécrétion d’insuline : efficace a des concentrations inférieures a 20

umol.L? et sans effet-propre.
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. Matériels et méthodes

a - Culture des cellules INS-1

Des cellules de la lignée INS-1 (RRID : CVCL_0352, cellules B-pancréatiques sécrétrices
d’insuline, issues d’un insulinome de rat) sont cultivées sous atmosphére humide (5% de CO,, 37°C)
dans du milieu RPMI-1640, supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal décomplémenté (30 min a
56°C), 100 U.mL™ de pénicilline, 100 pg.mL* de streptomycine, 2 mmol.L? de L-glutamine, 10 mmol.L?
d’HEPES, 1 mmol.L? de pyruvate de sodium et 50 pmol.L™* de 2-mercaptoethanol. Cing jours avant les
expériences, les cellules sont ensemencées dans des plaques 24 puits (4.10° cellules par puits) ou 96
puits (5.10° ou 10.10* cellules par puits), préalablement recouverts de poly-L-lysine, dans
respectivement 1 mL ou 100 puL du méme RPMI-1640 qu’utilisé pour la culture. Les cellules ont un

passage compris entre 30 et 52.

b - Test de sécrétion d’insuline par les cellules INS-1

Les études de sécrétions sont réalisées lorsque la confluence est proche de 80 %, soit 5 jours
aprés I'ensemencement des plaques 24 puits (plaque 24 puits transparente, fond plat, Falcon). Le
milieu de culture est aspiré et les cellules sont rincées avec 800 uL de tampon Krebs-Ringer
Buffer (KRB). Celui-ci est composé de 123 mmol.L'* de NaCl, 5,4 mmol.L* de KCl, 1,3 mmol.L? de
KH2PO4, 1,4 mmol.L't de MgS04, 2,9 mmol.L™? de CaCl,, 5 mmol.L* de NaHCO; et 20 mmol.L™ d’HEPES,
puis il est bullé 15 min avec du carbogene, ajusté a pH 7,5 avec NaOH 30% (m/v) et supplémenté de
0,1% (m/v) de sérum albumine bovine (BSA). Les cellules sont ensuite incubées sous atmospheére
humide (5% de CO,, 37°C) dans 500 uL de tampon KRB contenant 1,4 mmol.L™ de glucose (conditions
basales) ou contenant 8,3 mmol.L? de glucose (conditions stimulantes de glucose), en présence ou
non de flavonoide et de modulateur pharmacologique aux concentrations indiquées dans les figures.
Apres 1 heure d’incubation, les surnageants cellulaires sont récupérés pour doser linsuline
directement. Afin de limiter les variations dues a la mesure, chaque condition est réalisée en duplicat
sur la méme plaque. Lors des expérimentations utilisant le PD0325901, le vérapamil et la nifédipine,
les cellules subissent un prétraitement avec ces molécules directement dans le RPMI durant

respectivement 1h, 10 et 15 min, a la méme concentration.
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c- Isolement d’ilots pancréatiques de rats et test de sécrétion d’insuline

Des rats Wistar males (Crl:WI(Han), RRID : RGD_2308816, Charles River, France) agés de 8 a 10
semaines, et pesant 280 a 320 g au moment de |’expérience sont utilisés pour la préparation des ilots
de Langerhans. Les animaux sont hébergés en animalerie conventionnelle, dans une piece dont la
température et I’humidité sont controlées, avec un cycle jour-nuit de 12h-12h (cycle jour de 7h a 19h),
et avec de |'eau et de la nourriture ad libitum. Le soin et les expérimentations sur les animaux sont
réalisés conformément au décret 2013-118 et aux cing arrétés datés du ler février 2013 et publiés le

7 février 2013, en application de la directive 2010/63/UE du parlement et du conseil européen.

Les rats sont anesthésiés avec de I'isoflurane et sacrifiés par décapitation. Le canal cholédoque
et clampé puis est canulé et une solution de collagénase V a 4°C (10 mL, 1 mg.mL™%), est injectée dans
le pancréas. Celui-ci est isolé des tissus environnants puis incubé 10 min sous agitation (190 rpm) a
37°C pour étre digéré par la collagénase. Aprés une décantation de 5 min, le surnageant est aspiré et
les flots sont doucement remis en suspension dans 50 mL de PBS (contenant 5,67 mmol.L™ de glucose)
froid (4°C). 3 lavages similaires (décantation, aspiration, ajout de PBS) permettent de retirer le tissu
adipeux (de plus faible densité) et la collagénase. Les ilots sont prélevés dans le culot a I'aide d’une
pipette sous une loupe binoculaire. Ils sont ensuite incubés 1h a 37°C dans un tampon KRB
modifié (120 mmol.L de NaCl, 4,7 mmol.L* de KCI, 1,2 mmol.L de KH,PO4, 1,2 mmol.L™* de MgSQ,,
2,5 mmol.L™? de CaCly, 24 mmol.L'* de NaHCOs, bullé 30 min avec du carbogéne, ajusté a pH 7,4 avec
NaOH 30% (m/v) et supplémenté de 0,1% BSA), contenant 2,8 mmol.L? de glucose. Les flots sont
ensuite regroupés par paquets de 5, et incubés au bain-marie a 37°C dans 1 mL de ce méme tampon
en conditions basales (2,8 mmol.L™ de glucose) ou en conditions stimulantes de glucose (8,3 mmol.L*
de glucose), en présence ou non de flavonoide a 20 umol.L™ . Afin de limiter les variations dues a la
mesure, chaque condition est réalisée en quintuplat. Apres 1 heure d’incubation, les surnageants

contenant l'insuline a doser sont récupérés.

d- Dosage de la concentration d’insuline

La concentration en insuline est mesurée grace au kit Insulin Ultra Sensitive (CisBio), basé sur
la technologie HTRF (Homogeneous Time Resolved Fluorescence), selon les recommandations du
fabricant. Cette technologie, basée sur un transfert d’énergie par résonnance de fluorescence (FRET :
fluorescence resonance energy transfer), nécessite I'utilisation de deux anticorps. Le premier est

marqué avec du cryptate d’europium (fluorophore donneur) et le deuxiéme avec la XL665 (fluorophore
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accepteur). Ces deux anticorps reconnaissent deux épitopes différents de I'insuline. La liaison de ces 2
anticorps a I'insuline permet le rapprochement des fluorophores. Lorsque le fluorophore donneur est
excité, il peut transférer son énergie d’émission au fluorophore accepteur, qui, a son tour, émet une
fluorescence a une longueur d’onde spécifique. Le signal de fluorescence qui en résulte est
représentatif de la concentration d’insuline dans le milieu. Figure 40. La particularité de la technologie
HTRF provient de sa mesure de la fluorescence en temps résolu, permettant de diminuer le bruit de
fond. L’europium est un fluorophore lanthanidique émettant une fluorescence longue. Par
conséquent, I'excitation du fluorophore peut étre suivie d’un délai avant la mesure du signal. Ce délai
permet a la fluorescence breve (fluorescence d’excitation ou émise par les matériaux dans le puits ou
par I’échantillon) de s’atténuer avant de réaliser une mesure. Les échantillons sont dilués entre 5 et 30
fois dans un tampon phosphate (30 mmol.L? de Na,HPO,4 et 20 de mmol.L't KH,PO, ajusté & pH 7) avant
d’étre déposés (8 L) dans une plaque 384 puits (plague blanche 384 puits petits volumes, fond plat,
Greiner). Une gamme étalon (0-0,625-1,25-2,5-5-10 - 16 - 20 ng.mL™?) est réalisée dans le méme
tampon grace a une insuline étalon fournie avec le kit. 8 uL du mélange d’anticorps sont ensuite
ajoutés, la plaque est incubée une nuit a température ambiante et la mesure de la fluorescence
(excitation a 320 nm et émission a 620 et 665 nm pour le cryptate d’europium et la XL665

respectivement) est effectuée par un Tecan Spark 10M.
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Figure 40 : Principe du dosage de I'insuline par la technique HTRF (CisBio).
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e - Dosage des protéines par la méthode Bradford

A l'issue des tests de sécrétion d’insuline ici réalisés en triplicat pour obtenir suffisamment de
protéines, et apres avoir récupéré les surnageants pour doser I'insuline, les cellules sont rincées une
fois avec 800 L de PBS a 4°C. Elles sont ensuite lysées a I'aide de 50 pL d’un tampon de lyse contenant
20 mmol.L™ de Tris, 150 mmol.L™? de NaCl, 1% (v/v) de triton X-100, 1% (m/v) de sodium déoxycholate,
0,1% (m/v) de dodécylsulfate de sodium (SDS), 100 mmol.L? de vanadate, 1 mmol.L? de dithiothréitol
(DTT), 50 mmol.L™? de NaF, 40 mmol.L de bétaglycérol phosphate, 10 mmol.L* d’"HEPES, 5 mmol.L?
d’EDTA et des inhibiteurs de protéases (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich). Les triplicats de
lysats cellulaires sont réunis et aprés 30 min de centrifugation a 4°C a 12000 g, les surnageants sont
récupérés pour doser les protéines par la méthode de Bradford. Les échantillons sont dilués au 1/10°™¢
et déposés en triplicat sur une plaque 96 puits transparente avec une gamme de BSA (15,625 - 31,25 -
62,5-125 - 250 - 500 - 1000 pg.L?). Le réactif de Bradford est ajouté, et aprés 20 min d’incubation, la
densité optique a 596 nm est lue et la concentration en protéines est calculée a partir de la droite

étalon de BSA.

f- Enregistrement des courants calciques dans les cellules INS-1

Les courants calciques sont enregistrés par la technique patch-clamp cellule entiére dans des
cellules de la lignée INS-1, avec un amplificateur biologique RK400 (Biologic, France). L’acquisition et
I’analyse des données se font grace au logiciel pCLAMP system (Axon Instruments, Union City, CA,
USA). Les courants sont enregistrés avec des pipettes de patch de 2 a 5 MQ. Le milieu extracellulaire
contient 130 mmol.L? de NaCl, 5,6 mmol.L* de KCI, 1 mmol.L'* de MgCl,, 1 mmol.L? de glucose, 10
mmol.L™* d’"HEPES et 5 mmol.L™? de BaCl,, ajusté a pH 7,4 avec NaOH 30% (m/v). Le baryum est utilisé
comme porteur de charge positive a la place du calcium afin que les courants des canaux calciques de
type T puissent étre identifiés et différenciés des courants des canaux calciques de type L car la
cinétique d'inactivation de ces derniers est beaucoup plus lente que celui des courants de type T dans
ces conditions. La pipette contient une solution composée de 130 mmol.L? de CsCl, 10 mmol.L?
d’EGTA, 5 mmol.L™* d’ATP Na,, 2 mmol.L* de MgCl, et 10 mmol.L™ d’HEPES, ajusté a pH 7,3 avec du
CsOH. Le césium intracellulaire agit comme un inhibiteur des canaux potassiques, il permet donc de
s’affranchir des courants potassiques. Les composés d’intérét sont injectés dans I'environnement
cellulaire par des pipettes en verre. Toutes les expériences ont été réalisées a température ambiante.
D’une part, I'étude effet-concentration sur les courants de type L est enregistrée a -10 mV. D’autre

part, pour I’étude de la relation intensité du courant / potentiel imposé (1/V), le potentiel est maintenu
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a-80 mV et des tests de dépolarisation sont réalisés. Les pas de dépolarisation sont incrémentés de 10
mV a 0,1 Hzde-703a 30 mV. Les courbes de I'intensité du courant en fonction du potentiel imposé (1/V)

ainsi obtenues sont normalisées a la valeur du courant entrant maximale.

g - Mesure de I'activité de la succinate déshydrogénase

Le MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) est un substrat de la
succinate déshydrogénase, enzyme de la chaine respiratoire mitochondriale. Ce sel de tétrazolium est
réduit a l'intérieur de la cellule par cette enzyme pour former des cristaux de formazan violets non
hydrosolubles. L'activité mitochondriale des cellules est donc corrélée a la transformation du MTT en
cristaux de formazan. Les cellules INS-1 sont ensemencées dans des plaques de 96 puits (plaque 96
puits transparente, fond plat, Falcon) & 10.10* cellules par puits dans 100 pL de RPMI. A J5, elles sont
rincées avec 300 pL de KRB identique aux expériences de sécrétions d’insuline puis incubées 1h a 37°C
en présence 100 pL de KRB contenant différentes concentrations de flavonoides et 8,3 mmol.L™ de
glucose, de la méme maniere que lors des expériences de sécrétions d’insuline. Le milieu est aspiré et
les cellules sont lavées 2 fois avec 100 pyL de KRB. Elles sont ensuite incubées pendant 3h sous
atmosphére humide (5% de CO,, 37°C) en présence de 0,5 g.L* de MTT dans du KRB sans flavonoide.
Apres un dernier lavage par 100 puL de PBS, les cristaux de formazan sont solubilisés avec 50 uL de
DMSO pur. Apres agitation, la densité optique a 570 nm, reflétant I'activité de la succinate

déshydrogénase, est alors mesurée.

h - Mesure de la respiration mitochondriale dans les cellules INS-1

La respiration mitochondriale est évaluée par respirométrie haute résolution, également
appelée oxygraphie. Elle consiste en la mesure de la consommation de dioxygéne par les cellules grace
a un oxygraphe haute résolution (OROBOROS 02k Oxygraph, Autriche). Figure 41A. La concentration
en dioxygeéne au cours du temps est mesurée en paralléle dans deux chambres grace a une électrode
de Clark. La consommation de dioxygéne a chaque instant est calculée grace a la pente de la
droite évaluant la concentration de dioxygéne en fonction du temps. L’acquisition et I'analyse des

résultats sont réalisées avec le logiciel Oxygraph-2k-DatLab version 7.3.0.3 (OROBOROS Instruments).
Dans chacune des deux chambres thermostatées a 37°C, 3 millions de cellules INS-1 (ou 2

millions de cellules C2C12) sont incubées dans 2 mL de tampon KRB (tampon KRB utilisé pour les

expériences de sécrétion d’insuline dans les cellules INS-1 et conservé a -20 °C) contenant 8,3 mmol.L?
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de glucose. La respiration basale, appelé de « routine », est mesurée apres fermeture des chambres.
Dans une des deux chambres, 2 uL de flavonoide a tester est injecté pour obtenir une concentration
finale de 20 pmol.L?, tandis que dans I’autre chambre dite « contrdle », une concentration équivalente
de véhicule (2 uL de DMSO : 0,1 % final) est injectée. En plus de la respiration de routine, il est possible
d’explorer d’autres états de la respiration mitochondriale. Pour cela, différentes drogues sont injectées
parallelement dans les deux chambres et successivement dés que le signal est stabilisé (environ 5 min).
Aprés blocage de I’ATP synthase par injection d’oligomycine (2,5 umol.L final), la respiration mesurée
traduit la fuite membranaire de protons. La respiration maximale est déterminée par |'ajout progressif
d’un agent découplant chimique, le carbonylcyanide-3-chlorophenylhydrazone (CCCP) de 0,1 a 0,8
umol.L? final (incrément de 0,1 umol.L?). LUinjection d’antimycine A (5 pmol.L’? final) arréte
complétement le fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale en inhibant le complexe IIl.
La consommation de dioxygéne traduit alors uniquement la consommation de dioxygene
indépendante de la respiration mitochondriale. Figure 41B et C. Cette consommation de dioxygene
indépendante de la respiration mitochondriale est soustraite aux autres valeurs mesurées afin de

s’intéresser spécifiquement a la respiration de la chaine respiratoire mitochondriale.
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Figure 41 : Oxygraphe Oroboros-0O2k (A) et représentation schématique des effets des inhibiteurs et
découplant de la chaine OXPHOS mitochondriale sur la consommation d’oxygéne (B) avec leur
mécanisme d’action (C).
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Le calcul des ratios des flux permet d’obtenir les proportions des consommations d’oxygene
utilisées par la cellule pour synthétiser de I’ATP ou pour compenser la fuite membranaire de protons

grace aux équations suivantes :

consommation de routine - consommation de fuite

Proportion d'O: dédiée a la synthése d ATP = - -
consommation de routine

consommation de fuite

Proportion d'O: compensant la fuite membranaire de protons = - -
consommation de routine

i- Dosage de la concentration d’ATP produite par les cellules INS-1

Les cellules INS-1 sont ensemencées dans des plaques de 96 puits (plaque 96 puits blanche,
stérile, traitée culture, PerkinElmer) a 5.10* cellules par puits dans 100 pL de RPMI. A J5 elles sont
rincées avec 300 plL de KRB, puis incubées 30 min avec 100 pL de KRB contenant 0,4 pmol.L'* de CCCP
ou 20 pmol.L? de galangine et 8,3 mmol.L* de glucose de maniére similaire aux mesures de sécrétion
d’insuline. Le dosage d’ATP est réalisé par luminescence a I'aide du kit ATPlite Luminescence Assay
System (PerkinElmer) selon les recommandations du fabricant : ajout de 50 uL de tampon de lyse
fourni avec le kit ; agitation 5 min avec un agitateur orbital a 700 tr/min pour lyser les cellules et
stabiliser I'ATP ; ajout de 50 pL de solution substrat également fournie ; agitation 5 min avec un

agitateur orbital a 700 tr/min ; placer la plaque 10 min dans I’obscurité.

Le systéeme de dosage ATPlite est basé sur la production de lumiére provoquée par la réaction

entre I'ATP et la D-luciférine grace a la luciférase :

. Luciférase + Mg2+ L ) .
ATP + D-luciférine + O, Oxyluciférine + AMP + PPi + CO; + Lumiére

La lumiere émise est donc proportionnelle a la concentration d'ATP. La luminescence est lue
sur un lecteur CLARIOstar® Plus (BMG Labtech, Champigny-sur-Marne, France) avec un gain de 3600.
L'incubation des cellules en présence d’olygomycine (5 umol.L?) permet de quantifier I’ATP non
produite par I’ATP synthase (ATP cytosolique). La quantité d’ATP produite par I’ATP synthase (ATP
mitochondriale) est obtenue en soustrayant I’ATP cytosolique (en présence d’oligomycine) a I’ATP

totale (en absence d’oligomycine).
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j- Western Blot

Apres dosage des protéines, les extraits protéiques issus des cellules INS-1 sont préparés dans
du tampon Laemmli (250 mmol.L? de Tris pH 6,8, 4% de SDS, 10 % (v/v) de glycérol, 2 % (v/v) de
B-mercaptoéthanol et 0,1 % (m/v) de bleu de bromophénol), puis chauffés 5 a 10 min a 96°C. Ils sont
ensuite dilués dans de I’eau dans le but de déposer 20 uL contenant 10 pg de protéines par puits. Les
protéines sont séparées par SDS-PAGE (142 h a 50V a travers un gel de « stacking » : 125 mmol.L™ de
Tris pH 6,8, 0,1 % (v/v) de SDS, 4 % (v/v) d’acrylamide, 0,1 % (v/v) d’ammonium persulfate (APS) et
0,1% (v/v) de N, N, N', N'-tétraméthyléthylénediamine (TEMED) ; et 1 h environ a 100 V a travers un
gel de séparation : 375 mmol.L™ de Tris pH 8,8, 0,1 % (v/v) de SDS, 10 % (v/v) d’acrylamide, 0,1 % (v/v)
d’ammonium persulfate et 0,1 % (v/v) de TEMED). Le tampon de migration est composé de 25 mmol.L*
de Tris base, 190 mmol.L™ de glycine et 0,1% (v/v) de SDS. Les protéines séparées sont alors transférées
sur une membrane de polyfluorure de vinylidene (iBlot® 2 Dry Blotting System INVITROGEN). La
membrane est ensuite incubée dans une solution de « blocking » : 0,5 % (m/v) de lait écrémé dans du
tampon TBS-T (20 mmol.L™ de Tris base et 137 mmol.L™? de NaCl ajusté a pH 7,6 avec HCI 37%, et 0,1 %
(v/v) de tween-20); puis en présence de I'anticorps primaire dirigé contre la protéine d’intérét
(phospho-ERK) dilué au 1/4000, et enfin en présence de I'anticorps secondaire (anti-anticorps de lapin)
couplé a la péroxydase du raifort (horseradish peroxidase, HRP) dilué également au 1/4000.
L'immunorévélation est réalisée par chimioluminescence (Kit ECL™ Prime Western Blotting System, GE
Healthcare). L'intensité des bandes est quantifiée grace au logiciel Bio-1D. La membrane est ensuite
« strippée » sous agitation a 50°C pendant 30 min dans un tampon de stripping (62,5 mmol.L™ de Tris-
HCI pH 6,8, 2% de SDS et 100 mmol.L™* de B-mercaptoéthanol) puis rincée abondamment dans du
tampon TBS-T avant de réaliser un nouvel immunoblot avec un anticorps primaire dirigé contre ERK
total (phosphorylé et non phosphorylé). La phosphorylation de ERK 1/2 est évaluée en divisant la
somme des intensités des 2 bandes de p-ERK a la somme des intensités des 2 bandes de ERK total. Les
résultats sont exprimés en fonction du glucose 8,3 mmol.L? et le résultat du glucose 8,3 mmol.L? est

exprimé en fonction de la moyenne des valeurs brutes obtenues pour chaque glucose 8,3 mmol.L™.
k- Mesure de la capacité antioxydante des flavonoides
Le pouvoir antioxydant des flavonoides est déterminé in vitro avec la méthode ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity) comme décrit par Huang et al., 2002. Celle-ci se base sur la propriété de

la fluorescéine a ne plus émettre de fluorescence une fois oxydée. Le 2,2'-Azobis(2-

methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH), un initiateur de radicaux libres, inhibe la fluorescence
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en oxydant la fluorescéine. Les composés anti-oxydants protegent la fluorescéine et retarde la
diminution de fluorescence. Ce test quantifie donc le délai nécessaire pour inhiber la fluorescence,
autrement dit pour oxyder la fluorescéine. L'acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-3,4-
dihydrochromene-2-carboxylique (trolox), un antioxydant hydrosoluble dérivé de la vitamine E, est
utilisé comme antioxydant standard. Une gamme de trolox (6,25 - 12,5 - 25 - 50 - 100 pmol.L?) et les
composés a tester (20 umol.L) sont incubés en présence de fluorescéine (10 min a 37°C dans un
incubateur) dans une plaque 96 puits (plaque noire 96 puits, fond plat, Greiner). L'AAPH est ensuite
ajouté et la fluorescence émise a 528-538 nm est évaluée toutes les minutes pendant 1h (excitation a
485 nm). L’aire sous courbe (AUC) de la fluorescence en fonction du temps est calculée pour chaque
condition. Une droite étalon est établie en représentant les AUC obtenues en fonction de la
concentration en trolox. L’équivalent de trolox de chaque composé est déterminé a partir de cette
droite étalon. L'indice ORAC se calcule en divisant I’équivalent de trolox d’un composé par la
concentration de ce composé. Figure 42. L'indice ORAC est proportionnel a I'activité antioxydante du

composé.

+  Trolox 6,25 pmol.L!
= Trolox 12,5 umol.L!

a— Trolox 25 pmol. L
—— Trolox 50 pmol.L'
—— Trolox 100 pmol.L?
—=— Composé antioxydant

Fluorescence

AUC composé

Calcul des
aires sous courbes
(AUC)

AUC

Concentration en trolox ‘

Equivalent trolox

équivalent trolox

ORAC= - -
concentration du composé

Figure 42 : Principe de I'évaluation de la capacité antioxydante d’un composé par la méthode ORAC.
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I- Analyses statistiques

Toutes les données sont exprimées sous forme de moyenne + SEM. Le nombre de répétitions
indépendantes est précisé sur chaque figure. Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du
logiciel GraphPad Prism v6 (GraphPadPrism, RRID : SCR_002798). Pour garantir la fiabilité des valeurs
individuelles, les expériences de sécrétion ont été réalisées en duplicat ou triplicat avec les cellules
INS-1 et en quintuplat avec les flots pancréatiques. Selon la conception de I'expérience, les données
ont été analysées a l'aide d’un test de Student, d'une ANOVA 1 ou ANOVA 2. Pour les ANOVA 1, I'égalité
des variances a été vérifiée a I'aide du test de Brown-Forsythe. Lorsque I'ANOVA a atteint le niveau de
signification statistique nécessaire (p < 0,05) et qu'aucune inhomogénéité significative des variances
n'a été détectée, le test de comparaisons multiples de Holm-sidak a été utilisé pour attribuer une
signification aux comparaisons entre les groupes. En cas d’inhomogénéité des variances, le test non
paramétrique de Kruskall-Wallis a été utilisé, complété du test de comparaisons multiples de Dunn’s
pour attribuer une signification aux comparaisons entre les groupes. La limite de la significativité,

matérialisée par un astérisque, a été fixée a p < 0,05.

m - Matériels

Les produits utilisés proviennent de plusieurs fournisseurs comme détaillé dans le Tableau 9 :
- abcr GmbH (Karlsruhe, Allemagne)
- Bio-Rad (Hercules, Californie, Etats-Unis)
- Cell Signaling Technology (Danvers, Massachusetts, Etats-Unis)
- Eurobio (Les Ulis, France)
- Extrasynthese (Genay, France)
- Lonza (Levallois-Perret, France)

- Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, Etats-Unis)

Les dosages d’insuline sont réalisés avec le Insulin Ultra Sensitive kit (#62IN2PEH)
commercialisé par Cisbio (Bagnols-sur-Céze, France). Les dosages d’ATP sont accomplis a 'aide du kit
ATPlite Luminescence Assay System de PerkinElmer (Waltham, Massachusetts, Etats-Unis). Les
flavonoides sont solubilisés dans du DMSO (20 ou 50 umol.L?) et stockées a -20°C. Les contrdles et les
traitements sont toujours réalisés en utilisant la méme quantité finale de DMSO qui n’excede pas dans

le milieu de traitement 1% (v/v) pour le screening, et 0,1 ou 0,2 % (v/v) pour les autres expériences.
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Tableau 9 : Sources et références des principaux produits utilisés.

Produit

Source

Référence

Acrylamide
Anticorps anti-anticorps de lapin liés a I'HRP
Anticorps anti-p44/42 MAPK (ERK 1/2)

Antimycine A

APS

Bay K8644

BSA

CCCP

Collagénase V

DMSO

DTT

Glibenclamide

Glucose

HEPES 1M

Inhibiteurs de protéases
Méthylsuccinate

MTT

Nifédipine

Oligomycine

PBS (ilots)

PBS (cellules INS-1)

Pénicilline + streptomycine + L-glutamine
Poly-L-lysine

Poudres pour les solutions KRB
Poudres pour les solutions de Western Blot
Pyruvate de sodium

Réactif de Bradford

RPMI 1640

SVF

TEMED

Trypsine

Vérapamil

Anticorps anti-phospho-p44/42 MAPK (p-ERK 1/2)

Sigma-Aldrich

Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology

Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Bio-Rad

Lonza
Eurobio
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

A7168

7074S

9102S

9101S
A8674-25MG
161-0700
B133-1MG
A8022-50G
C2759-100MG
€9263-500MG
D8418-100ML
43816-10ML

G7528-250G
H8418-100ML
P8340-5ML
M81101-25G
M5655-500MG
N7634-1G
04876-5MG
D8662-6X500ML
D8537-6X500ML
G6784-5ML
P6282-5MG

S8636-100ML
5000006
BE12-167F
CVFSVFOO0OU
131-0800
T3924-100ML
V4629-1G
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Flavonoide
3-hydroxyflavone

3,5-dihydroxyflavone
3,4’-dihydroxyflavone

3’-hydroxyflavone

3’,4’-dihydroxyflavone

4’-hydroxyflavone

4’,7-dihydroxyflavone

Apigénine
Chrysine
Datiscétine
Fisétine
Flavone
Galangine
Kaempférol
Lutéoline
Morine
Quercétine
Résogalangine
Résokaempférol

Source

abcr GmbH
abcr GmbH
abcr GmbH
abcr GmbH
Extrasynthese
abcr GmbH
Extrasynthese
Extrasynthese
Extrasynthese
Extrasynthese
Extrasynthese
Extrasynthese
Extrasynthese
Extrasynthese
Extrasynthese
Extrasynthese
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Extrasynthese

Référence
AB 117256
AB 151802
AB 205922
AB 151878
1204

AB 304389
1259
1102S
1009
1141S
1167S
1016
1114S
1124S
1125S
1344S
337951
419826-1G
1251
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. Résultats et discussion

I1.L1 Screening de flavonoides sur la sécrétion d’insuline

Une étude précédente menée au laboratoire a montré que la quercétine, a la concentration
de 20 umol.L?, est capable de potentialiser la sécrétion d’insuline induite par le glucose, contrairement
au resvératrol, un polyphénol de la famille des stilbenes et a la N-acétyl-L-cystéine (NAC), un
antioxydant de référence. Figure 43. (Youl et al., 2010). Son action sur la cellule B semble donc, au
moins en partie, indépendante de son pouvoir antioxydant. En effet, les flavonoides sont connus pour
leur activité antioxydante mais ils sont aussi décrits pour moduler diverses cibles pharmacologiques

comme des canaux ioniques, des protéines kinases ou des facteurs de transcription... (Dall’Asta et al.,

2015).
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Figure 43 : Effets de la quercétine (A), du resvératrol (B) et de la NAC (N-acétyl-L-cystéine) (C) sur la
sécrétion d’insuline dans des cellules INS-1 (Youl et al., 2010).

Dans le but d’améliorer le profil pharmacologique de la quercétine (recherche de molécules
potentiellement plus puissantes, plus efficaces, sans effet sur la sécrétion d’insuline en condition
basale de glucose...), nous avons étudié le comportement sur la sécrétion d’insuline de 6 autres
flavonoides, structurellement proches de la quercétine : le résokaempférol, le kaempférol, I'apigénine,
la chrysine, la morine et la galangine. Le choix de ces flavonoides a été orienté par I’étude de Saponara
et al. (2011) qui a évalué la capacité de différents flavonoides a moduler I’activité des Cay 1.2, cible

pharmacologique de la quercétine sur les cellules B identifiée par Bardy et al. (2013). Ils ont été testés
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a des concentrations allant de 2 a 100 pmol.L! pour encadrer la concentration de 20 pumol.L?,
correspondant a I’effet maximal de la quercétine obtenu par Youl et al. (2010). Dans les cellules INS-1,
la condition basale, non stimulante de glucose, est obtenue en présence d’une concentration de
glucose de 1,4 mmol.L. Cette sécrétion correspond a une concentration d’insuline d’environ 40
ng.mL? dans le surnageant aprés 1h d’incubation. Dans cette méme lignée, la stimulation de la
sécrétion d’insuline est induite en présence de 8,3 mmol.L de glucose. Il ‘agit d’une concentration qui
induit une sécrétion sub-maximale d’insuline, permettant d’évaluer le potentiel amplificateur ou
inhibiteur des molécules. En présence de 8,3 mmol.L? de glucose, la concentration d’insuline dosée

dans le surnageant est d’environ 120 ng.mL* aprés 1h d’incubation.

En condition basale, non stimulante de glucose, aucun des six flavonoides testés n’a montré
d’effet sur la sécrétion d’insuline : ils sont dénués d’effet-propre quelle que soit la concentration
testée. L'effet-propre des composés est calculé en soustrayant la concentration d’insuline obtenue en
présence de ce composé a la concentration d’insuline controle (en absence du composé) en condition
basale. Figure 44A. En condition stimulante de glucose, le résokaempférol et le kaempférol amplifient
la sécrétion d’insuline de facon concentration-dépendante. Une potentialisation significative est
observée a 20 et 50 umol.L? (respectivement 250,6 + 30,2 et 285,8 *+ 50,9 ng.mL? pour le
résokaempférol et 177,4 + 10,6 et 165,8 + 20,6 ng.mL* pour le kaempférol), la sécrétion d’insuline
obtenue en présence conjointe du polyphénol et de 8,3 mmol.L? glucose est supérieure a la somme
de chaque effet obtenu. Nous observons un comportement inverse avec la galangine, seul flavonoide
inhibant de facon concentration-dépendante la sécrétion d’insuline induite par le glucose : une
inhibition significative étant observée dés 20 umol.L™* (32,4 + 7,3 ng.mL™). Dans les mémes conditions
expérimentales, I'apigénine, la chrysine et la morine ne modulent pas la sécrétion d’insuline quelle que
soit la concentration testée. Figure 44B. Il est & noter qu’a 100 umol.L?, le résokaempférol n’a plus
d’effet sur la sécrétion d’insuline induite par le glucose (128,2 + 40,2 ng.mL™), et le kaempférol I'inhibe

(22,4 £1,75 ng.mL?).
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Figure 44 : Effets de concentrations croissantes de résokaempférol, de kaempférol, d’apigénine, de
chrysine, de morine et de galangine sur la sécrétion d’insuline en condition basale (A) ou stimulante
de glucose (B) dans des cellules INS-1. ANOVA 1, non apparié, comparaisons avec le point a la
concentration de 0 pumol.L™* en flavonoide (n =3 3 8).

Nous avons décidé d’explorer plus dans le détail les mécanismes d’action de flavonoides

présentant des effets différents sur la sécrétion d’insuline. Notre choix s’est porté sur :

1- Le résokaempférol qui est le plus efficace en terme de potentialisation et qui n’a jamais
été décrit dans la littérature vis-a-vis de la sécrétion d’insuline. Il semble donc intéressant
d’étudier par quel mécanisme il parvient a potentialiser la sécrétion d’insuline induite par
le glucose, et notamment si ce mécanisme est similaire a celui de la quercétine (activation

des Cay).
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2- Lagalangine, qui est le seul flavonoide inhibiteur du screening. Il apparait donc primordial
de comprendre I'origine de ce comportement, a savoir s’il s’agit d’un effet antagoniste sur
la méme cible pharmacologique que le résokaempférol ou bien si ce flavonoide possede

un mécanisme d’action différent.

3- Lamorine qui ne module pas la sécrétion d’insuline quelle que soit la concentration testée.
Il s’avére par conséquent utile d’étudier si cette molécule est tout de méme capable
d’interagir avec une ou plusieurs cibles cellulaires sans affecter la sécrétion d’insuline ou

bien si elle ne module aucune voie de signalisation.

Les structures chimiques de ces trois molécules sont présentées dans la Figure 45.

Résokaempférol Morine Galangine

Figure 45 : Structures chimiques du résokaempférol, de la morine et de la galangine (d'apres Kim et
al., 2020).

L’étude effet-concentration du résokaempférol et de la galangine sur la sécrétion d’insuline
dans les cellules INS-1 a permis de déterminer I’effet maximal (Emax) et la puissance (concentration
efficace 50 : CEsp ; ou concentration inhibitrice 50 : Clso) de ces composés. En condition stimulante de
glucose (8,3 mmol.L?), dans la gamme de concentrations testée, le résokaempférol montre un Emax
de 285,8 ng.mL™ (pour un effet du glucose 8,3 mmol.L™ 4 120 ng.mL?) et une CEso d’environ 7 umol.L?
avec un pic d’activité a 50 umol.L?. La galangine posséde un Emax de 25,6 ng.mL™ (pour un effet du
glucose 8,3 mmol.L* & 120 ng.mL?) et une Clsy d’environ 10 umol.L. Dans les deux cas, la
concentration en flavonoide retenue pour la suite des expériences est de 20 umol.L.. Pour le
résokaempférol, il s’agit d’une concentration intermédiaire entre la CEso (7 umol.L?) et la
concentration correspondant au Emax (50 umol.L™}). Pour la galangine, il s’agit de la concentration la

plus faible pour laquelle la galangine a un effet significatif.
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Afin d’évaluer les effets de ces flavonoides sur un modele plus intégré, nous avons poursuivi
nos travaux sur le modele des Tlots de Langerhans isolés a partir de pancréas de rats. En effet, les ilots
pancréatiques sont des réseaux cellulaires denses composés de plusieurs types cellulaires sécrétant
différentes molécules a actions notamment paracrines dans le but de réguler la fonction et la survie
des cellules voisines (Henquin, 2021). Dans ce modéle, la condition basale, non stimulante de glucose,
est évaluée en présence de 2,8 mmol.L? de glucose. Elle représente 1,7 + 0,3 ng.mL? d’insuline/ilot
aprés 1h d’incubation. A la concentration de 20 umol.L?, les flavonoides n’ont pas modulé la sécrétion
d’insuline basale. Comme attendu, a la concentration de 8,3 mmol.L?, le glucose stimule la sécrétion
d’insuline : 3,8 + 0,3 ng.mL/ilot. Dans ces conditions, le résokaempférol potentialise la sécrétion
d’insuline (7,5 + 0,7 ng.mL/ilot), la morine n’a pas d’effet (3,7 + 0,5 ng.mL"/ilots), et la galangine

I'inhibe (2,8 + 0,4 ng.mL"/ilot). Figure 46.
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Figure 46 : Effets du résokaempférol, de la morine et de la galangine sur la sécrétion d’insuline sur
le modeéle des ilots de Langerhans isolés chez le rat en condition basale (2,8 mmol.L?) ou stimulante
(8,3 mmol.L?) de glucose. ANOVA 1, apparié, comparaisons avec le contréle, n = 5 (glucose 2,8
mmol.L?) ou n = 10 (glucose 8,3 mmol.L?).

Le profil pharmacologique de modulation de la sécrétion d’insuline obtenu sur le modéle des
cellules INS-1 avec les trois flavonoides est similaire a celui observé sur le modele des ilots isolés de
rats. Ainsi, pour plus de facilité expérimentale, nous avons poursuivi nos travaux par I'étude de leur

mécanisme d’action dans les cellules INS-1.
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[1.2 Evaluation d’une toxicité potentielle des flavonoides dans les

cellules INS-1

Nous avons décrit que la galangine, le résokaempférol et la morine présentent des effets
différents sur la sécrétion d’insuline induite par le glucose avec notamment un fort effet inhibiteur de
la part de la galangine. Cet effet pourrait étre d(i a une toxicité de ce composé. Toutefois I'absence
d’inhibition en condition basale ne conforterait pas cette hypothése. Figure 44A. Afin d’évaluer une
toxicité potentielle, nous avons réalisé un dosage des protéines totales aprés 1h d’incubation des
cellules INS-1 en présence de galangine, dans des conditions similaires aux expériences de sécrétion
d’insuline. En effet, méme si ce temps d’incubation apparait bien trop court pour déceler une
modulation de I'expression des protéines, une toxicité d’un de nos composés, induisant une mort
cellulaire, conduirait au décollement des cellules qui seraient retirées des puits lors du lavage. Ainsi,
une diminution du nombre de cellules vivantes et adhérentes se répercuterait sur la quantité de
protéines totales. En condition basale ou stimulante de glucose, I'incubation des cellules INS-1 en
présence de galangine ne conduit pas une différence significative en terme de quantité de protéines
par rapport au controle. Figure 47. Des résultats équivalents sont obtenus en présence de
résokaempférol ou de morine. Ces résultats tendent a démontrer une absence de toxicité des
flavonoides testés dans les cellules INS-1 a la concentration de 20 pmol.L, dans nos conditions
expérimentales. L'inhibition de la sécrétion d’insuline par la galangine serait donc en lien avec une

activité pharmacologique inhibitrice.

3-
KB Controle
P o6 v B Résokaempférol 20 pmol.L™"
' n . )
g . o8 . vi = Morine 20 pmol.L™!
g O 1 [¥] Galangine 20 pmol.L™"
Py
o
k= v
e 1
<
o
|
0.
1,4 8,3

Glucose (mmol.L™")

Figure 47 : Concentration de protéines aprés 1h d’incubation des cellules INS-1 en présence de
galangine, de résokaempférol ou de morine. ANOVA 1, non apparié, comparaisons avec le contréle,
n =5 (flavonoides) ou n = 12 (controle).
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1.3 Mécanismes d’action des flavonoides sur la sécrétion

d’insuline dans les cellules INS-1

11l.3.1 Effet des flavonoides sur la sécrétion d’insuline induite par différents types

de sécrétagogues

La sécrétion d’insuline induite par le glucose par les cellules B pancréatiques est un processus
complexe qui fait intervenir de nombreux acteurs au niveau cellulaire (cf. 1.3.1 Sécrétion d’insuline
induite par le glucose). L'enchainement de ces évenements peut étre résumé comme ceci: 1- le
glucose entre dans la cellule ou il est transformé en pyruvate grace a la voie de la glycolyse ; 2- le
pyruvate pénetre dans la mitochondrie pour étre transformé en acétyl-CoA ; 3- I'acétyl-CoA entre dans
le cycle de Krebs pour fournir les substrats de la chaine des phosphorylations oxydatives
mitochondriale ; 4- la chalne des phosphorylations oxydatives mitochondriale (OXPHQOS) synthétise de
I’ATP ; 5- I'augmentation du ratio ATP/ADP cytosolique conduit a la fermeture des Karp ; 6- la fermeture
des Kare induit une dépolarisation de la membrane plasmique ; 7- la dépolarisation de la membrane
plasmique provoque I’activation des Cayde type L et I'entrée de calcium dans la cellule; 8-
I’augmentation de la concentration de calcium intracellulaire déclenche I’exocytose des vésicules de

sécrétion contenant I'insuline. Figure 48.

Différentes molécules d’origine endogéne ou exogene sont capables de stimuler la sécrétion
d’insuline en agissant a différents niveaux de cette cascade métabolique du glucose. Le pyruvate,
produit de la glycolyse et précurseur de I'acétyl-CoA, entre dans les cellules grace au transporteur des
monocarboxylates MCT-1. Bien que |’expression de ce transporteur soit normalement quasiment nulle
dans les cellules B pancréatiques humaines, il est présent dans les membranes des cellules INS-1 (Zhao
et al., 2001). La leucine est un acide aminé qui entre dans la cellule B grace au transporteur d’acides
aminés LAT1 (Large Amino Acid Transporter 1 aussi appelé SLC7A5) (Javed and Fairweather, 2019). Elle
est métabolisée dans la cellule en acétyl-CoA (Newsholme et al., 2006). Le méthylsuccinate est un
analogue du succinate capable de diffuser dans les cellules ou il est hydrolysé en succinate. Le
succinate est le substrat de la succinate déshydrogénase, complexe Il de la chaine des
phosphorylations oxydatives mitochondriale et enzyme constitutive du cycle de Krebs. Il conduit a la
formation d’ATP par activation de la chaine respiratoire mitochondriale (Picton et al., 2001; Marchi et
al., 2017). Le glibenclamide est un sulfamide hypoglycémiant qui induit une sécrétion d’insuline en
fermant les Kare (Remedi and Nichols, 2016). Le bay K8644, agoniste des Cay, provoque une entrée de

calcium dans la cellule (Bardy et al., 2013; Alexander et al., 2019). Figure 48.
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Glucose

Glibenclamide

Cellule B INS-1

Glucose Pyruvate
Glycolyse MCT-2

Pyruvate Leucine

Méthylsuccinate

Bay K8644
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Figure 48 : Voies d’activation simplifiées de la sécrétion d’insuline induite par le glucose, le pyruvate,
la leucine, le méthylsuccinate, le glibenclamide et le bay K8644 dans des cellules INS-1. GLUT2,
transporteur du glucose 2 ; MCT-1, transporteur des monocarboxylates 1 ; LAT1, transporteur d’acides
aminés ; TCA, cycle de I'acide tricarboxylique ou cycle de Krebs ; OXPHOS, chaine de phosphorylation
oxydative ; Karp, canal potassique ATP dépendant ; Cay, canal calcique voltage dépendant.

Dans le but de mieux localiser le site d’action des flavonoides dans la cellule B, nous avons
étudié les effets modulateurs des flavonoides en présence de ces différents sécrétagogues dans les
cellules INS-1. Avant tout, un travail de mise au point a été nécessaire dans le but de trouver la
concentration de sécrétagogue a utiliser afin d’obtenir un niveau de sécrétion d’insuline équivalent.
Pour chacun d’entre eux, des tests d’effets/concentrations ont été réalisés. Figure 49. Ainsi, dans nos
conditions expérimentales, nos résultats montrent que 5 mmol.L de pyruvate, 5 mmol.L™ de leucine,
5 mmol.L't de méthylsuccinate et 2 pmol.L™ de bay K8644 constituent la concentration minimale pour
induire une sécrétion d’insuline comparable 3 celle induite par 8,3 mmol.L* de glucose. Par ailleurs,
des études précédentes menées au laboratoire avaient montré que 10 nmol.L™? de glibenclamide

stimule la sécrétion d’insuline de facon comparable au glucose 8,3 mmol.L* (Bayle et al., 2019).
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Figure 49 : Effet-concentration du pyruvate (A), de la leucine (B), du méthylsuccinate (C) et du bay
K8644 (D) sur la sécrétion d’insuline en comparaison avec le glucose (8,3 mmol.L?) dans des cellules
INS-1.n=12a4.

Sur la Figure 50, nous pouvons observer les effets du résokaempférol, de la morine et de la
galangine (20 umol.L}) sur la sécrétion d’insuline basale (1,4 mmol.L" de glucose) ou induite par le
glucose (8,3 mmol.LY), le pyruvate (5 mmol.L?), la leucine (5mmol.LY), le méthylsuccinate (5
mmol.L?), le glibenclamide (10 nmol.L?) et le bay K8644 (2 umol.L) dans des cellules INS-1 aprés 1h
d’incubation. Nous pouvons vérifier qu’aucun de ces flavonoides ne module la sécrétion d’insuline
basale : 46,7 + 6,6 ng.mL? pour le contréle, 83,1 + 15,4 ng.mL* pour le résokaempférol, 52,1 + 8,8
ng.mL? pour la morine et 33,2 + 5,0 ng.mL? pour la galangine. Nous observons également que les

sécrétagogues induisent une sécrétion d’insuline équivalente : 173,9 + 18,5 ng.mL™ pour le glucose,
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176,2 + 33,3 ng.mL? pour le pyruvate, 155,2 + 20,4 ng.mL? pour la leucine, 177,7 + 17,8 ng.mL? pour
le méthylsuccinate, 185,1 + 23,5 ng.mL™ pour le glibenclamide et 99,7 + 4 ng.mL™ pour le bay K8644.

Le résokaempférol potentialise la sécrétion d’insuline induite par le glucose (392,0 + 18,5
ng.mL?), le pyruvate (358,3 + 67,9 ng.mL?), la leucine (317,1 + 43,3 ng.mL™), le méthylsuccinate (304,8
+ 21,2 ng.mL?), le glibenclamide (401,7 + 55,4 ng.mL?) et par le bay K8644 (230,5 + 18,45 ng.mL™).
Figure 50. Il amplifie la sécrétion d’insuline quel que soit le sécrétagogue testé. Son mécanisme
d’action semble donc impliquer les Cay ou une cible en aval des Cay dans la cascade de signalisation

de la sécrétion d’insuline induite par le glucose dans les cellules INS-1.

La galangine inhibe la sécrétion d’insuline induite par le glucose (55,9 + 8,9 ng.mL?), le
pyruvate (66,4 + 11,6 ng.mL?), la leucine (60,34 + 4,3 ng.mL?) et le méthylsuccinate (45,8 + 1,7
ng.mL?). Par contre, elle n’a pas d’effet significatif sur la sécrétion d’insuline induite par le
glibenclamide (191,1 + 23,6 ng.mL?) ou le bay K8644 (53,4 + 4,5 ng.mL™). Figure 50. Nous pouvons en
déduire que la galangine inhibe la sécrétion d’insuline induite par les sécrétagogues nécessitant d’étre
métabolisés par la mitochondrie pour induire une sécrétion d’insuline (glucose, pyruvate, leucine et
méthylsuccinate) mais qu’elle n’a pas d’effet lorsque la sécrétion d’insuline est induite
indépendamment de la mitochondrie (par le glibenclamide ou le bay K8644). Son mécanisme d’action
semble donc impliquer le métabolisme mitochondrial dans les cellules INS-1, et plus précisément la

cha’ne OXPHOS mitochondriale.

La morine n’a pas d’effet sur la sécrétion d’insuline induite par les sécrétagogues testés (182,1
+ 20,4 ng.mL? pour le glucose, 201,8 + 35,5 ng.mL? pour le pyruvate, 155,7 + 21,2 ng.mL* pour la
leucine, 176,3 + 19,6 ng.mL* pour le méthylsuccinate, 210,8 + 22,8 ng.mL™ pour le glibenclamide et
104,5 + 3,3 ng.mL? pour le bay K8644). Figure 50. Elle ne semble donc moduler aucune cible dans la

voie de signalisation de la sécrétion d’insuline induite par le glucose dans les cellules INS-1.
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Figure 50 : Effets du résokaempférol, de la morine et de la galangine sur la sécrétion d’insuline basale
(A) ou induite par le glucose (B), le pyruvate (C), la leucine (D), le méthylsuccinate (E), le
glibenclamide (F) ou le bay K8644 (G) dans des cellules INS-1. ANOVA 1 sauf G : Kruskall-Wallis car
inhomogénéité des variances, non apparié, comparaisons avec le contréle, A:n=5,B:n=6,C:n=3,

D:n=5E:n=5,F:n=5G:n=7.
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La morine ne semble pas moduler la voie de signalisation de la sécrétion d’insuline induite par
le glucose. Cependant, elle pourrait interagir avec les mémes sites que ceux du résokaempférol ou
ceux de la galangine en qualité d’antagoniste neutre. Dans ce cas-la, elle inhiberait I'effet de ces
composés sur la sécrétion d’insuline induite par le glucose. Pour tester cette hypothese, de maniere
trés préliminaire (n = 1), nous avons évalué les effets de 20 pmol.L ™ de résokaempférol ou de galangine
en présence d’une concentration plus élevée, en excés, de morine (100 umol.L?). Nous observons que
la morine ne bloque ni I'effet du résokaempférol (277,7 et 308,8 ng.mL™ en absence et en présence de
morine, respectivement), ni I'effet de la galangine (57,2 et 39,0 ng.mL? en absence et en présence de
morine, respectivement). Figure 51. La morine ne module pas la sécrétion d’insuline induite par le
glucose et ne se comporte pas comme un antagoniste neutre au niveau des cibles pharmacologiques

du résokaempférol et de la galangine.

__ 4007 K&l Controle
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S 3007 A N Résokaempférol 20 pmol.L™
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Figure 51 : Effet de la morine (100 umol.L?) sur la sécrétion d’insuline en présence de 8,3 mmol.L™
glucose et de résokaempférol (20 pmol.L™) ou de galangine (20 pmol.L") dans des cellules INS-1.
n=1.
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111.3.2 Implication des Cay dans le mécanisme d’action du résokaempférol

Nous venons de voir que le résokaempférol potentialise la sécrétion d’insuline induite par le
glucose et que son mécanisme d’action sur la sécrétion d’insuline pourrait impliquer les Cay. De plus,
il a déja été montré dans des cellules de la lignée INS-1, que la quercétine active les Cay afin d’induire
une sécrétion d’insuline (Bardy et al., 2013). Or le profil pharmacologique de la quercétine sur la
sécrétion d’insuline est similaire a celui du résokaempférol. Par ailleurs, plusieurs études ont décrit les
flavonoides comme des modulateurs des Cay (cf. 3.3 Effets des flavonoides sur les canaux calciques
voltage dépendants). Sur des cellules de muscles lisses vasculaires, des études d’électrophysiologie ont
permis de montrer que les flavonoides modulent différemment les Cay 1.2. Certains ont un
comportement agoniste et sont capables d’ouvrir ces canaux, d’autres se montrent antagonistes et
induisent leur fermeture, tandis que d’autres encore ne présentent pas d’effet sur les courants
calciques (Saponara et al., 2011). De plus, il est connu que les courant calciques de type L sont
particulierement impliqués dans la sécrétion d’insuline induite par le glucose (Rorsman and Ashcroft,

2018).

Afin d’étudier lI'implication des Cay dans le mécanisme d’action du résokaempférol, en
collaboration avec le Pr. Jean-Frangois Quignard (Centre de Recherche Cardio-Thoracique de
Bordeaux, INSERM U1045, Université Bordeaux), nous avons réalisé des mesures d’électrophysiologie

par patch-clamp, cellules entiéres, dans des cellules de la lignée INS-1.

Dans un premier temps, nous avons observé l|'effet de concentrations croissantes de
résokaempférol sur les courants de type L, les Cay étant maintenus activés par un potentiel imposé de
-10 mV. Dans ces conditions expérimentales, nos résultats montrent que le résokaempférol amplifie

les courants de type La 5 pmol.L (121,0 + 7,8 %) et 20 umol.L™ (121,1 + 4,6 %). Figure 52A.

Nous avons ensuite étudié la capacité du résokaempférol (20 umol.L?) a sensibiliser les Cay.
Pour cela, nous avons tracé les courbes I/V : intensité du courant en fonction du voltage, | = f (V). Figure
52B. Ces courbes se construisent en mesurant l'intensité maximale du courant pour différents
potentiels imposés : de -70 a 30 mV par incrément de 10 mV. Nous observons un décalage de la courbe
I/V vers la gauche en présence de résokaempférol : les courants de type L sont renforcés par le
résokaempférol pour une dépolarisation comprise entre -20 et -10 mV. Cela signifie que le
résokaempférol est capable de sensibiliser les Cay, autrement dit qu’il induit une ouverture des Cay

pour des voltages plus faibles. Par conséquent, le résokaempférol diminue le potentiel de demi-
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activation (Vos) des courants de type L(-17,7 £ 1,0 mV pour le contrdle et -24,8 + 2,3 pour le

résokaempférol, test de Student, non apparié, n = 18 et 6 respectivement, p<0,05).
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Figure 52 : Effets de concentrations croissantes de résokaempférol sur les courants calciques
enregistrés a -10 mV (A) et effets de 20 umol.L" de résokaempférol sur la relation intensité du
courant / potentiel (1/V) des courants calciques de type L (B) dans des cellules INS-1. A : moyenne
des courants exprimés en pourcentage du contrble (sans résokaempférol), ANOVA 1, non apparié,
comparaison avec 0,5, n =5 a 9; B: courbes I/V normalisées a la valeur de I'intensité du courant
entrant maximale (Imax), ANOVA 2, non apparié, n = 5.

Nous venons de voir que le résokaempférol augmente les courants calciques de type La 5 et
20 umol.L* d’environ 20 %, dans les cellules INS 1. Afin de confirmer le réle des Cay sur le mécanisme
d’action du résokaempférol, nous avons étudié la répercussion du blocage de ces canaux sur
I"amplification de la sécrétion d’insuline en présence de résokaempférol. La nifédipine et le vérapamil
sont deux inhibiteurs des Cay de type L appartenant respectivement a la famille des dihydropyridines
et des phényl-alkylamines. La nifédipine est un modulateur allostérique tandis que le vérapamil est
capable d’obstruer le canal (Tang et al., 2016). Dans nos conditions expérimentales, la nifédipine a 1
umol.L? et le vérapamil & 20 umol.L™? présentent seulement une tendance inhibitrice sur la sécrétion
d’insuline induite par le glucose comme retrouvé dans la littérature (Szollosi et al., 2010; Bardy et al.,

2013; Lin et al., 2017b). Il s’agit de concentrations non saturantes permettant d’étudier I'effet du
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résokaempférol sans affecter |’effet du glucose. Nos résultats montrent que I'effet potentialisateur de
la sécrétion d’insuline induit par 20 pmol.L?* de résokaempférol est inhibé par la nifédipine (diminution
de 282,3+15,53153,2+ 11,9 ng.mL?) etle vérapamil (20 pmol.L?) (diminution de 301,0+ 37,33 181,8
+ 15,4 ng.mL?). Figure 53.
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Figure 53 : Effets de la nifédipine (A) et du vérapamil (B) sur la potentialisation de la sécrétion
d’insuline induite par le résokaempférol en présence de 8,3 mmol.L glucose dans des cellules INS-1.
ANOVA 2, non apparié, comparaisons avec le controle, n = 5.

L'ensemble de ces données confirmerait ainsi I'implication des Cay de type L dans le
mécanisme d’action du résokaempférol, favorisant notamment une sensibilisation du canal et

conduisant a son ouverture a des voltages plus faibles.
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111.3.3 Implication de la mitochondrie le mécanisme d’action de la galangine

Le métabolisme mitochondrial est primordial dans les mécanismes de sécrétion d’insuline
induite par le glucose (Sha et al., 2020). Il permet de synthétiser I’ATP nécessaire a la fermeture des
Kate. De plus, la modulation des fonctions mitochondriales, notamment par les flavonoides, peut
influer sur la sécrétion d’insuline (cf. 3.4 Effets des flavonoides sur les fonctions mitochondriales). Nous
avons vu que la galangine inhibe la sécrétion d’insuline induite par le glucose et que son mécanisme
d’action semble impliquer le métabolisme mitochondrial, et plus précisément la chaine OXPHOS

mitochondriale.

Nous avons décrit que la galangine inhibe la sécrétion d’insuline induite par le méthylsuccinate,
un analogue du succinate, substrat de la succinate déshydrogénase. Figure 50. La succinate
déshydrogénase est une enzyme du cycle de Krebs, mais il s’agit aussi du complexe Il de la chaine
OXPHOS mitochondriale. Nous avons donc étudié I'effet de la galangine sur I’activité de cette enzyme
en utilisant le test au MTT. En effet, ce test repose sur la transformation du MTT en un substrat coloré
par I'action de la succinate déshydrogénase. Le test a été réalisé sur des cellules INS-1 incubées avec
des concentrations croissantes en flavonoide. Nous observons que la galangine n’a pas d’effet sur
I’activité de la succinate déshydrogénase entre 2 et 20 pumol.L . Cependant, dés 50 umol.L?, elle inhibe
significativement |'activité de I'enzyme. Figure 54. La galangine est donc capable d’impacter le
métabolisme mitochondrial et notamment d’interférer avec I’activité de la succinate déshydrogénase,

complexe Il de la chaine OXPHOS.

En accord avec nos résultats précédents, le résokaempférol et la morine n’ont pas d’effet sur
I’activité de la succinate déshydrogénase quelle que soit la concentration testée. Figure 54. L’absence
d’effet potentialisateur du résokaempférol a 100 umol.L™ sur la sécrétion d’insuline induite par le
glucose (Figure 44B) ne semble donc pas étre le résultat d’une inhibition de I'activité de la succinate

déshydrogénase a une telle concentration.
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Figure 54 : Effets du résokaempférol, de la morine et de la galangine sur I'activité de la succinate
déshydrogénase des cellules INS-1. ANOVA 2, non apparié, comparaisons avec le 0 umol.L?, n =23 3.

Nous venons de voir que la galangine est capable d’inhiber I'activité d’au moins un des
complexes de la chalne OXPHOS mitochondriale. Celle-ci utilise les cofacteurs réduits issus du
métabolisme du glucose et le dioxygéne pour synthétiser de I’ATP impliquée dans le mécanisme de
sécrétion d’insuline. Ainsi, une inhibition de la chaine OXPHOS peut avoir des répercussions sur la
sécrétion d’insuline, en lien avec la consommation de dioxygéne par la cellule (Spacek et al., 2008).
Afin d’explorer I'impact de la galangine sur la chaine OXPHOS mitochondriale, une collaboration avec
le Dr. Béatrice Chabi (Dynamique du Muscle et Métabolisme, INRAE UMR 866, Université de
Montpellier) a été mise en place pour réaliser des mesures d’oxygraphie dans des cellules de la lignée

INS-1.

La chaine respiratoire mitochondriale (formée par les complexes | a IV de la chaine OXPHOS) a
pour fonction principale la consommation de dioxygéne grace au passage des électrons de complexe
en complexe. Au cours de ce transfert d’électrons, des protons (H*) sont « pompés » de la matrice
mitochondriale vers I'espace intermembranaire. L'accumulation de protons dans cet espace crée un
gradient électrochimique au niveau de la membrane interne mitochondriale. Le retour des protons
peut se faire via I’ATP synthase (complexe V de la chaine OXPHOS) et I’énergie générée par le flux de
protons conduit a la formation d’ATP. Cependant une partie des protons peut également diffuser a
travers la membrane interne. Dans ce cas, I'énergie est restituée sous forme de chaleur et ce

phénomeéne est appelé fuite membranaire de protons.
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En présence de glucose (8,3 mmol.L?), la consommation de routine des cellules INS-1 est de
15,7 + 2,3 pmol de dioxygéne par seconde et par million de cellules (pmol.s™.10° cellules). En présence
d’oligomycine (2,5 pmol.L?), un inhibiteur de I’ATP synthase, 'unique moyen pour les protons de
retourner dans la matrice est la fuite membranaire. La membrane interne étant relativement
imperméable aux protons, ce phénomeéne est limité et conduit a une accumulation des protons dans
I'espace intermembranaire. Par conséquent, l'activité de la chaine respiratoire ralentit et la
consommation de dioxygene par la mitochondrie refléte uniquement la consommation de dioxygéne
nécessaire pour compenser la fuite membranaire de protons. Dans les cellules INS-1, cette
consommation de dioxygéne liée a la fuite membranaire de protons est de 7,0 = 1,0 pmol.s*.10®
cellules. Le CCCP est un protonophore qui favorise le retour des protons dans la matrice
mitochondriale. Il provoque une déplétion de protons dans I'espace intermembranaire qui est
compensée par une accélération de la de la respiration mitochondriale. L'ajout de progressif de CCCP
(jusqu’a 0,8 umol.L") permet donc de mesurer la consommation maximale de dioxygéne par les

mitochondries, a savoir 23,6 + 5,7 pmol.s.10°® cellules dans les cellules INS-1. Figure 55A et B.

En présence de 20 umol.L™ de galangine, la respiration de routine (26,9 + 4,0 pmol.s*.10°
cellules), laconsommation de dioxygéne liée a la fuite membranaire de protons (14,8 + 2,7 pmol.s.10®
cellules) et la consommation maximale de dioxygéne (30,0 * 6,2 pmol.s’.10® cellules) sont

significativement augmentées. Figure 55A et B.

Grace au calcul des ratios des flux, a partir des mesures de consommation de dioxygéne des
différents états de respiration, il est possible d’estimer les proportions de la consommation de
dioxygene utilisées par la cellule, soit pour conduire a la synthese d’ATP, soit pour compenser la fuite
membranaire de protons. Dans les cellules INS-1, en présence de 8,3 mmol.L* de glucose, on observe
que 55,8 + 0,6 % de la consommation de dioxygene sont dédiés a la synthese d’ATP par I’ATP synthase,
tandis que 44,2 + 0,6 % servent a compenser la fuite membranaire de protons. La galangine inverse
ces proportions avec 45,4 + 3,0 % de la consommation de dioxygéne dédiés a la synthése d’ATP et 54,6

* 3,0 % servant a compenser la fuite membranaire de protons. Figure 55C.
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Figure 55 : Effets de la galangine sur les différents états de respiration dans des cellules INS-1.
Exemple de graphe de respirométrie (A), consommation de dioxygéne pour chaque état de respiration
(B) et ratio des flux (C) en condition stimulante de glucose (8,3 mmol.L) et en présence ou en absence
de 20 umol.L? de galangine. Test de Student bilatéral, apparié, n = 5.

La galangine augmente significativement la consommation de dioxygéne de tous les états de
respiration de la chailne OXPHOS mitochondriale dans les cellules INS-1. Elle accentue notamment la
consommation de dioxygene de routine, la consommation de dioxygéne liée a la fuite membranaire
de protons, et accroit la proportion de la consommation de dioxygene utilisée pour compenser la fuite
membranaire de protons. Ce comportement rappelle celui d’'un agent découplant de la chaine OXPHOS
mitochondriale. En effet, les agents découplants favorisent le retour des protons dans la matrice
mitochondriale au détriment de I’ATP synthase. L’activité de la chaine respiratoire s’accélere et
consomme une plus grande quantité de dioxygéne pour compenser le retour accru des protons dans

la matrice. Cet effet est visible sur la consommation de dioxygene de routine et a fortiori sur celle liée
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a la fuite membranaire de protons qui se voit augmentée. La part de la consommation de dioxygene

servant a compenser la fuite membranaire de protons est de ce fait, elle aussi augmentée.

Afin de vérifier si cet effet découplant de la galangine est spécifique des cellules INS-1, nous
avons réalisé les mémes expériences d’oxygraphie dans des cellules de la lignée C2C12. Cette lignée
est un sous-clone d'une lignée de myoblastes établi a partir de cellules musculaires de souris. En tant
que cellules musculaires, les cellules de la lignée C2C12 sont spécialisées dans la synthése d’énergie et
le métabolisme mitochondrial y est plus performant que dans les cellules INS-1. En effet, leur
consommation de dioxygéne de routine est de 41,3 + 4,5 pmol.s™.10° cellules, celle liée a la fuite
membranaire de protons est de 7,4 + 0,9 pmol.s™.10° cellules, et la consommation de dioxygéne
maximale de 147,1 + 18,5 pmol.s*.10° cellules. Le calcul des ratios des flux confirme la meilleure
efficience des cellules C2C12 par rapport aux cellules INS-1 a la synthese d’ATP puisque 81,2 + 1,2 %
de la consommation de dioxygene sont dédiés a la synthése d’ATP et 18,2 + 1,2 % servent a compenser
la fuite membranaire de protons. Dans les cellules C2C12, la galangine (20 pmol.L?) augmente la
respiration de routine (61,3 +2,9 pmol.s™.10° cellules) et la consommation de dioxygéne liée a la fuite
membranaire de protons (25,0 + 1,7 pmol.s.10® cellules), mais n’a pas d’effet sur la consommation
maximale de dioxygéne (151,1 + 8,5 pmol.s.10° cellules). Figure 56A et B. Le calcul des ratios des
flux montre que la galangine diminue significativement la part de la consommation de dioxygéne dédié
a la synthese d’ATP (59,4 + 2,2 %) et augmente celle servant a compenser la fuite membranaire de
protons (40,6 + 2,2 %). Figure 56C. Ces résultats montrent que I’effet découplant de la galangine sur la

respiration mitochondriale n’est pas spécifique des cellules INS-1.

134



Partie expérimentale - Résultats et discussion

>

Routine | Capacité maximale ROX |

- -
) ] @
T L4 L]

Consommation d’O,
(pmol.s1.10 cellules)

»ﬁ:ﬁ

=3

0:10 0:20 0:30 ] 0:40 0:50 1:00
Contrdle Galangine | 100 M:minl

w
(9]
)
?
*
*

250 . . KX Contrdle

o Galangine
2001 ™ 20 ymol.L"

©
e

150+

o
<

100+ 40-

20+ rl
0' T T

Fuite de Synthése

protons  d'ATP

Consommation d'O,
(pmol.s™'.10°6 cellules)
Ratio des flux (%)

Figure 56 : Effets de la galangine sur les différents états de respiration dans des cellules C2C12.
Exemple de graphe de respirométrie (A), consommation de dioxygéne pour chaque état de respiration
(B) et ratio des flux (C) en condition stimulante de glucose (8,3 mmol.L?) et en présence ou en absence
de 20 umol.L? de galangine. Test de Student bilatéral, apparié, n = 5.

A titre de controle, dans les cellules de la lignée INS-1, nous avons étudié les effets du
résokaempférol et de la morine. Nos résultats indiquent que ces deux flavonoides (20 umol.L) n’ont
pas d’effet sur les niveaux de consommation de dioxygéne de chaque état de respiration: 14,4 + 2,0
et 14,98 + 2,5 pmol.s*.10°® cellules (en absence et en présence de résokaempférol, respectivement) et
17,7+ 2,1 et 17,4 + 1,8 pmol.s™.10° cellules (en absence et en présence de morine, respectivement)
pour la respiration de routine ; 6,0 + 0,6 et 6,2 £ 1,0 (en absence et en présence de résokaempférol,
respectivement) et 7,7 + 0,9 et 7,4 + 0,6 pmol.s*.10°® cellules (en absence et en présence de morine,
respectivement) pour la consommation de dioxygéne liée a la fuite membranaire de protons ; 21,6 +
3,3 et 25,3 + 4,3 (en absence et en présence de résokaempférol, respectivement) et 26,7 + 3,1 et 28,8

+ 4,3 pmol.st.10® cellules (en absence et en présence de morine, respectivement) pour la
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consommation maximale de dioxygéene. Les ratios des flux ne sont pas modifiés par le résokaempférol
ou la morine: 42,4 + 1,6 % et 41,6 £+ 1,4 % (en absence et en présence de résokaempférol,
respectivement) et 43,6 + 1,1 % et 43,0 £ 1,3 % de la consommation de dioxygene (en absence et en
présence de morine, respectivement) sont dédiés a la synthese d’ATP ;57,6 +1,6 % et 58,4+ 1,4 % (en
absence et en présence de résokaempférol, respectivement) et 56,4 + 1,1 % et 57,0 £ 1,3 % de la
consommation de dioxygéne (en absence et en présence de morine, respectivement) servent a
compenser la fuite membranaire de protons. Figure 57 et Figure 58. Ces résultats confirment que le
résokaempférol et la morine ne modulent pas I'activité mitochondriale dans les cellules INS-1. Il est a
noter également que ces deux flavonoides n’ont pas d’effet sur les niveaux de consommation de
dioxygene de chacun des états de respiration dans les cellules de la lignée C2C12 (résultats non

présentés).
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Figure 57 : Effets du résokaempférol sur les différents états de respiration dans des cellules INS-1.
Exemple de graphe de respirométrie (A), consommation de dioxygéne pour chaque état de respiration
(B) et ratio des flux (C) en condition stimulante de glucose (8,3 mmol.L?) et en présence ou en absence
de 20 umol.L? de résokaempférol. Test de Student bilatéral, apparié, n = 5.
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Figure 58 : Effets de la morine sur les différents états de respiration dans des cellules INS-1. Exemple
de graphe de respirométrie (A), consommation de dioxygéne pour chaque état de respiration (B) et
ratio des flux (C) en condition stimulante de glucose (8,3 mmol.L?) et en présence ou en absence de
20 umol.L de morine. Test de Student bilatéral, apparié, n = 5.

Par ailleurs, lors de la mise au point de ces expériences d’oxygraphie dans les cellules INS-1,
nous avons observé une respiration constante des cellules en présence ou en absence de galangine
pendant au moins 1h, montrant une viabilité cellulaire non affectée par la galangine. Cette observation
confirme que I'inhibition de la sécrétion d’insuline induite par la galangine n’est pas due a une toxicité
cellulaire dans nos conditions expérimentales (1h d’incubation, 20 pmol.L™? de galangine en présence

de 8,3 mmol.L* glucose).
Les résultats d’oxygraphie montrent que la galangine se comporte comme un agent

découplant de la phosphorylation oxydative et donc de la synthése d’ATP mitochondriale dans les

cellules INS-1 (et C2C12). Le cyanure de carbonyle m-chlorophénylhydrazone (CCCP) est un
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protonophore découplant la phosphorylation oxydative mitochondriale. Il s’agit d’'une petite molécule
qui peut se retrouver sous forme protonée neutre, ou sous forme ionique chargée négativement
(forme anionique). Dans des conditions physiologiques, le taux de dissociation des molécules de CCCP
dans I'espace intermembranaire des mitochondries est faible en raison de la concentration élevée en
protons. Cette forme protonée (non dissociée) est suffisamment lipophile pour permettre son passage
a travers la membrane interne mitochondriale. Les molécules de CCCP protonées diffusent dans la
matrice suivant leur gradient de concentration transmembranaire. Dans la matrice, les molécules de
CCCP se dissocient en CCCP" (forme anionique) et en protons. La charge négative est largement
délocalisée sur une dizaine d'atomes dans la forme ionisée du CCCP, de sorte que le champ électrique
entourant |'anion CCCP est trés faible. Cela permet a I'anion de diffuser librement dans des milieux non
polaires, tels que les membranes phospholipidiques. Les anions CCCP™ quittent donc la matrice sous
|'effet du potentiel électrochimique membranaire. Dans I’espace intermembranaire, les anions CCCP"
s'associent avec des protons disponibles en abondance pour former des molécules de CCCP protonées
prétes a entamer un autre cycle. Ces cycles sont entrainés par le gradient de concentration
transmembranaire des CCCP neutres ainsi que par le gradient électrochimique des anions CCCP". Par
conséquent, une faible quantité de CCCP peut catalyser le retour d'un nombre important de protons
et ainsi court-circuiter I’ATP-synthase conduisant au découplage de la phosphorylation oxydative. En
résumé, les protons retournent dans la matrice sous forme de molécules de CCCP protonées. Figure

59. (Plasek et al., 2017).

A B B -
delocalized negative membrane o
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Figure 59 : Structure chimique du CCCP sous sa forme neutre protonée ou anionique (A), et son
mécanisme d’action découplant (B). (Plasek et al., 2017). CCCP, cyanure de -carbonyle
m-chlorophénylhydrazone ; H*, proton ; AW, potentiel de membrane.
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En fonction du pKa de chaque groupement hydroxyle, les polyphénols, et par conséquent les
flavonoides, sont capables de se dissocier en anions phénolates et protons au pH cytosolique. Les
anions phénolates peuvent diffuser a travers la membrane externe mitochondriale jusqu’a l'espace
intermembranaire, ol un environnement plus acide facilite leur reprotonation et leur diffusion vers la
matrice. Dans la matrice, ils se « déprotonent » et les anions phénolates qui en résultent diffusent a
nouveau vers l'espace intermembranaire en suivant le gradient électrochimique. Ce cycle
caractéristique des protonophores conduit a la dissipation du potentiel de la membrane
mitochondriale. Figure 60. (Stevens et al., 2018). L'effet découplant de la galangine a été décrit sur des
mitochondries isolées de cellules de foie de rat (Dorta et al., 2005). Il serait favorisé par la double
liaison en position 2-3, le groupement hydroxyle en position 3, la fonction cétone en position 4 sur le

cycle C, et I'absence de groupement hydroxyle sur le cycle B. Figure 45.
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Figure 60 : Hypothése de mécanisme d’action découplant de certains polyphénols (Stevens et al.,
2018).

Une autre possibilité serait une action pharmacologique de la galangine envers des protéines
localisées a la membrane interne mitochondriale telles que I'adenine nucleotide translocase (ANT) ou

une protéine de la famille des uncoupling proteins (UCP) capables de dissiper le gradient mitochondrial
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de protons (Jastroch et al., 2010; Busiello et al., 2015). En effet, il a été montré que la quercétine agit
comme agent découplant sur des mitochondries isolées a partir de cortex de rein de rat, par un
mécanisme impliquant vraisemblablement I'inhibition de I’ANT (Ortega and Garcia, 2009). En ce qui
concerne les UCP, l'invalidation génétique de la protéine UCP2 augmente la production d’ATP et la
sécrétion d’insuline induites par le glucose dans des ilots de Langerhans (Zhang et al., 2001). La

possibilité que la galangine active la protéine UCP2 constitue une piste a explorer.

Afin d’évaluer si |'effet découplant observé de la galangine pourrait étre a I’origine de son effet
inhibiteur sur la sécrétion d’insuline, nous avons étudié le comportement d’un agent découplant
connu, le CCCP, sur la sécrétion d’insuline induite par le glucose. En condition stimulante de glucose
(8,3 mmol.L}), nous confirmons que la galangine (20 umol.L?) inhibe significativement la sécrétion
d’insuline par les cellules INS-1 aprés 1h d’incubation (143,4 + 13,7 et 63,6 + 12,2 ng.mL™ en absence
et en présence de galangine, respectivement). Nos résultats montrent que le CCCP inhibe de fagon
concentration dépendante la sécrétion d’insuline induite par le glucose. Nous notons qu’a la
concentration de 0,4 umol.L?, le CCCP induit une inhibition de la sécrétion d’insuline comparable
a celle de la galangine a 20 pmol.L? (62,8 + 7,1 ng.mL™ et 63,6 + 12,2 ng.mL™? pour le CCCP et la
galangine, respectivement). Figure 61. Le profil pharmacologique du CCCP, agent découplant

mitochondrial, est donc similaire a celui de la galangine.
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Figure 61 : Effet-concentration du CCCP sur la sécrétion d’insuline en comparaison avec la galangine
(20 umol.L?), en présence de 8,3 mmol.L! de glucose dans des cellules INS-1. ANOVA 1, non apparié,
comparaisons multiples, n = 5.
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Pour s’assurer que le CCCP inhibe la sécrétion d’insuline via une modulation de I'activité
mitochondriale, nous avons étudié I'effet du CCCP sur la sécrétion d’insuline induite par le
glibenclamide (sécrétagogue induisant la sécrétion d’insuline indépendamment de I’activité
mitochondriale). Le CCCP ne module pas la sécrétion d’insuline induite par 10 nmol.L? de
glibenclamide (162,3 + 13,9 ng.mL™) pour des concentrations de 0,2, 0,4 et 0,6 umol.L™ (129,7 + 13,5 ;
141,1 + 10,2; 125,2 + 12,2 ng.mL?, respectivement). Le CCCP semble donc inhiber la sécrétion

d’insuline en inhibant le métabolisme mitochondrial dans les cellules INS-1. Figure 62.
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Figure 62 : Effet-concentration du CCCP sur la sécrétion d’insuline induite par le glibenclamide (10
nmol.L?) en présence de 1,4 mmol.L? de glucose dans des cellules INS-1. ANOVA 1, non apparié,
comparaisons avec le 0 umol.L?, n=5.

Les agents découplants de la chaine OXPHOS diminuent la synthese d’ATP par la mitochondrie.
Dans la physiologie des cellules B, I’ATP et plus précisément I’augmentation du ratio ATP/ ADP est
indispensable pour induire une fermeture des Karp Nécessaire aux mécanismes de sécrétion d’insuline
induite par le glucose. Afin de vérifier si I'effet découplant de la galangine sur la chaine OXPHOS est a
I’origine de I'inhibition de la sécrétion d’insuline via une inhibition de la synthese d’ATP, nous avons
réalisé des mesures des concentrations en ATP dans les cellules INS-1. L’ATP totale est quantifiée suite
a une incubation des cellules INS-1 durant 30 min. Ce temps d’incubation est diminué par rapport aux
expériences de sécrétion d’insuline (60 min) car 'ATP est une molécule bien moins stable que
I'insuline. L'ATP non produite par I’ATP synthase, que I'on peut qualifier d’ATP cytosolique, est

mesurée en ajoutant de I’oligomycine (inhibiteur de I’ATP synthase, 2,5 umol.L?) dans le milieu. La
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qguantité d’ATP produite par I’ATP synthase, que I’on peut qualifier d’ATP mitochondriale, est calculée
en soustrayant I’ATP cytosolique de I'ATP totale. Des expériences de mise au point ont permis de
vérifier que la quantité de protéine reste identique pour chaque condition expérimentale (résultats
non présentés). En condition stimulante de glucose (8,3 mmol.L?), la quantité d’ATP totale est évaluée
21,53 £0,15 pmol.L se décomposant ainsi : 1,00 + 0,13 pmol.L? d’ATP mitochondriale et 0,53 + 0,03
umol.L't d’ATP cytosolique. Le CCCP (testé a la concentration induisant un effet inhibiteur similaire a
celui de la galangine sur la sécrétion d’insuline - 0,4 pmol.L?) diminue la quantité d’ATP mitochondriale
(0,39 + 0,06 pmol.L?) sans affecter de facon significative le niveau d’ATP totale (1,17 + 0,05 pmol.L%).
La galangine (20 umol.L) présente le méme comportement en diminuant également la quantité d’ATP

mitochondriale (0,64 *+ 0,14 pmol.L) sans moduler la quantité d’ATP totale (1,59 + 0,22 pumol.L?).

Figure 63.
* ATP mitochondriale
* ATP mitochondriale |:| ATP cytosolique
2.5
- + [ ATP mitochondriale
2.0- " = = ATP totale
o
©°
S
o
o
|—
<

Controle Galangine CCCP
20 |.|moI.L'1 0,4 pmoI.L'1

Figure 63 : Effets de la galangine (20 umol.L™) et du CCCP (0,4 pmol.L?) sur la concentration d’ATP
en présence de 8,3 mmol.L! de glucose dans des cellules INS-1. ATP mitochondriale : ATP produite
par I’ATP synthase; ATP cytosolique : ATP non produite par I’ATP synthase; ATP totale: ATP
mitochondriale + ATP cytosolique. ANOVA 1, non apparié, pour I’ATP totale et I’ATP mitochondriale,
comparaison avec le controle, n = 5.

Ces résultats suggerent que la galangine est capable d’inhiber la synthése d’ATP
mitochondriale par I'ATP synthase via un mécanisme rappelant celui d’'un agent découplant de la
chaine OXPHOS. La synthese d’ATP est une étape indispensable de la sécrétion d’insuline induite par

le glucose puisqu’elle permet la fermeture des Karp. Cependant, nos résultats montrent également que
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I'inhibition de la synthése d’ATP mitochondriale (par I’ATP synthase) induite par la galangine est
compensée par une augmentation de I’ATP cytosolique ; la galangine ne modulant pas la quantité
totale d’ATP produite par les cellules. Néanmoins, le CCCP n’est pas non plus en mesure d’inhiber la
synthése d’ATP totale par les cellules INS-1 bien qu’il soit un agent découplant de la phosphorylation
oxydative. Par ailleurs, il a été démontré la nécessité d’'une augmentation de la concentration en ATP
concomitante a une baisse de celle d’ADP, soit une augmentation du ratio ATP/ADP, pour induire la
fermeture des Karp et non d’une augmentation isolée de la concentration en ATP (Zingman et al., 2001).
D’autre part, les modifications du ratio ATP/ADP imputables au glucose seraient en grande partie dues
a une baisse de I'ADP cytosolique (Detimary et al., 1996). Il serait donc particulierement intéressant
d’étudier I'influence de la galangine sur les niveaux d’ADP afin d’évaluer le ratio ATP/ADP. La galangine

pourrait effectivement diminuer ce ratio, conduisant a la fermeture des Karp.

A la vue de ces résultats, il est |égitime de se questionner sur I'intérét de la galangine dans le
contexte du diabéte de type 2. En effet, inhiber la sécrétion d’insuline dans le but de prévenir les
hyperglycémies semble contre-productif. Cependant, certains auteurs avancent I'hypothéese selon
laquelle une surstimulation de la sécrétion d’insuline, pourrait conduire a I'épuisement et a la
défaillance des cellules B et serait le point de départ du diabéete de type 2 (Whitticar and Nunemaker,
2020). La galangine, en diminuant I’activité des cellules, pourrait prévenir ou inverser les effets négatifs
de la surstimulation des cellules B. En outre, il est a noter que le diazoxide, inhibiteur de la sécrétion
d’insuline en maintenant ouvert les Karp, est un médicament indiqué dans le traitement des
hypoglycémies par hyperinsulinisme d'origine tumorale. Par ailleurs, le découplage de la chaine
OXPHOS mitochondriale diminue la production de ROS déléteres pour les cellules. De plus, |'effet
découplant de la galangine semble se confirmer sur plusieurs tissus. Figure 56. Au niveau hépatique
par exemple, la baisse d’ATP mitochondriale, due a un effet découplant, pourrait augmenter I’activité
de ’AMPK, et ainsi améliorer la sensibilité aI'insuline et inhiber la néoglucogenése de maniére similaire
a la metformine (Rena et al., 2017; Vial et al., 2019). Des études ont confirmé les effets bénéfiques de
la galangine in vivo : I'administration orale de galangine chez des rats hyperglycémiques (STZ) pendant
45 jours permet de ramener les taux d’insuline et de glucose a des niveaux comparables aux rats
contrbles (Aloud et al., 2018). Un autre intérét d’étudier le mécanisme d’action de la galangine
concerne la pharmacologie fondamentale : comprendre comment sa structure, pourtant proche de
celle du résokaempférol et de la quercétine, induit un effet inverse a ces composés, a savoir une

inhibition de la sécrétion d’insuline.
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111.3.4 Implication de ERK 1/2 dans le mécanisme d’action du résokaempférol, de la

morine et de la galangine

De facon générale, ERK 1 (p44 MAPK) et ERK 2 (p42 MAPK) (extracellular signal-regulated
kinases 1/2), protéines de la famille des MAPK (mitogen-activated protein kinases) jouent un role
important dans la croissance, la prolifération et la différenciation cellulaire. Dans la cellule B
pancréatique, il a été montré que ERK 1/2 joue un rdle crucial dans la potentialisation par la quercétine
de la sécrétion d'insuline induite par le glucose puisque cette potentialisation est inhibée par ['U0126,
inhibiteur MEK (Youl et al., 2010). Par ailleurs, I'élévation du niveau de phosphorylation et donc
d’activation de ERK 1/2 semble jouer un réle majeur dans la préservation de la sécrétion d'insuline en
condition de stress oxydant (Youl et al., 2014). Nous avons réalisé des expériences de Western Blot qui
ont permis de confirmer que le glucose induit une augmentation de la phosphorylation de ERK
1/2 comme décrit dans la littérature (Youl et al., 2010; Niu et al., 2016) : en exprimant les résultats en
pourcentage du glucose 8,3 mmol.L™? (100 %), la phosphorylation de ERK 1/2 n’est que de 50 % en
condition basale de glucose (1,4 mmol.L). Dans ces expériences, nous observons qu’en condition
basale de glucose (1,4 mmol.L?), le résokaempférol (20 umol.L?) tend a augmenter la phosphorylation
de ERK 1/2 (145,0 + 19,4 %), la morine n’a pas d’effet (56,1 + 11,4 %) et la galangine diminue la
phosphorylation de ERK 1/2 (27,9 * 4,3 %). En condition stimulante de glucose (8,3 mmol.L?), le
résokaempférol augmente la phosphorylation de ERK 1/2 (543,0 + 102,5 %), la morine n’a pas d’effet
(68,7 £4,0 %) et la galangine I'inhibe (43,5 £ 6,0 %). Figure 64. Ces profils sont similaires a ceux obtenus

sur la modulation de la sécrétion d’insuline.
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Figure 64 : Effets du résokaempférol, de la morine et de la galangine sur la phosphorylation de
ERK 1/2 dans des cellules INS-1, aprés 1h de traitement (A) et expérience type de western blot
correspondante (B). ANOVA 2, non apparié, n=5a7.

Afin de tester si I'activation de ERK 1/2 est impliquée dans le phénoméne de potentialisation
du résokaempférol sur la sécrétion d’insuline induite par le glucose ou s’il s’agit seulement d’une
conséquence de Il'augmentation de la sécrétion d’insuline, il est possible de bloquer
pharmacologiquement cette voie de signalisation avec le PD0325901 (mirdametinib, inhibiteur de MEK
(mitogen-activated protein kinase kinase), kinase activatrice de ERK 1/2) qui inhibe I’activation de
ERK1/2. Il est plus puissant que le U0126, un autre inhibiteur de MEK couramment utilisé. Le
PD0325901 a été testé a la concentration de 0,5 umol.L™, une concentration décrite comme suffisante
pour inhiber la phosphorylation de ERK 1/2, mais ne modulant pas la sécrétion d’insuline induite par
le glucose (Toubal et al., 2020). Nous confirmons la potentialisation par le résokaempférol (272,1 +
20,4 ng.mL?) de la sécrétion d’insuline induite par 8,3 mmol.L de glucose (106,5 + 8,9 ng.mL?). De
plus, nos résultats montrent que le PD0325901, qui n’affecte pas la sécrétion d’insuline induite par le
glucose (115,3 + 10,9 ng.mL?), parvient cependant a inhiber en partie la potentialisation de la sécrétion

d’insuline induite par le résokaempférol (218,3 + 9,8 ng.mL?). Figure 65. Le mécanisme
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potentialisateur du résokaempférol sur la sécrétion d’insuline semble donc, au moins en partie, lié a

|’activation de ERK 1/2 dans les cellules INS-1.
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Figure 65 : Effet du PD0325901 sur la potentialisation de la sécrétion d’insuline induite par le
résokaempférol en présence de glucose 8,3 mmol.L"? dans des cellules INS-1. ANOVA 2, non apparié,
n=>5.

Le résokaempférol, la morine et la galangine modulent la phosphorylation de ERK 1/2 de
maniere similaire a la modulation de la sécrétion d’insuline induite par le glucose confirmant une
corrélation entre activation de ERK 1/2 et sécrétion d’insuline (Bowe et al., 2013; Niu et al., 2016). En
effet, le résokaempférol amplifie la phosphorylation de ERK 1/2 et potentialise la sécrétion d’insuline
induite par le glucose. La morine n’a d’effet ni sur la phosphorylation de ERK 1/2, ni sur la sécrétion
d’insuline. La galangine inhibe la phosphorylation de ERK 1/2 et inhibe la sécrétion d’insuline induite
par le glucose. Cependant, le lien entre 'activation de ERK 1/2 et la sécrétion d’insuline induite par le
glucose n’a pas encore été clairement établi. Nos résultats et différentes études sur le sujet ont
seulement permis de montrer une diminution de la sécrétion d’insuline en présence d’inhibiteurs de
ERK 1/2 sans pouvoir détailler le mécanisme cellulaire sous-jacent (Bowe et al., 2013; Niu et al., 2016,
2017; Toubal et al., 2020). Néanmoins, ERK 1/2 peut étre activée par le glucose, ainsi que par d'autres
nutriments et hormones qui potentialisent la sécrétion d'insuline. Elle posséde également de
nombreuses cibles cellulaires, tels que des facteurs de transcription, et notamment ceux impliqués
dans la transcription du géne de I'insuline. Ainsi ERK 1/2 permet de faire le lien entre les besoins en

insuline et la transcription du géne de I'insuline (Khoo et al., 2003, 2004).
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I1.4 Protection des cellules INS-1 par le résokaempférol, la morine

et la galangine

Les cellules B sont trés sensibles au stress oxydant en raison de la faiblesse de leurs systemes
de défense antioxydants. En outre, le stress oxydant prend une part non négligeable dans la
physiopathologie du diabéte de type 2, notamment en conduisant a une dysfonction des cellules B et
a une baisse de la sécrétion d’insuline (Wang and Wang, 2017; Newsholme et al., 2019). Afin d’explorer
les effets du stress oxydant sur les cellules B, celui-ci peut étre induit de différentes maniéres in vitro.
Une méthode consiste a incuber des cellules avec du peroxyde d’hydrogene (H,0,). Ce dernier est
capable de produire des espéces réactives de I'oxygene (ROS) et d’'induire de nombreuses altérations
au niveau cellulaire conduisant a une inhibition de la sécrétion d’insuline induite par le glucose (Youl

et al., 2010, 2014; Vanitha et al., 2017; Yang and Chan, 2018).

Pour déterminer I’effet du résokaempférol, de la morine et de la galangine sur des cellules en
dysfonction, nous avons incubé les cellules INS-1 avec 60 pmol.L™ de peroxyde d’hydrogéne (H;0,), en
présence de différentes concentrations en flavonoide, en condition stimulante de glucose (8,3
mmol.L?) pendant 1 h (conditions expérimentales similaires a celles des expériences de sécrétion

d’insuline sur des cellules fonctionnelles).

Nous confirmons que le H,0; inhibe la sécrétion d’insuline induite par le glucose d’environ 50
% (100 ng.mL™* et 50 ng.mL* en absence et en présence de H,0,, respectivement). En présence de
H.0,, le résokaempférol est capable de restaurer la fonctionnalité de la cellule B de fagon
concentration dépendante. A la concentration de 20 pmol.L?, nous observons comme dans la Figure
44, une amplification de la sécrétion d’insuline (156,2 + 22,8 ng.mL™?). Dans la gamme de concentration
testée, la morine protegerait partiellement la fonction cellulaire beta alors que la galangine serait sans

effet protecteur et présenterait une tendance inhibitrice a 20 umol.L™? (30,8 + 2,2 ng.mL™?). Figure 66.
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Figure 66 : Concentration-réponse du résokaempférol, de la morine et de la galangine sur la
sécrétion d’insuline en condition de stress oxydant induit par 60 pmol.L de H,0; et en présence de
8,3 mmol.L! de glucose dans des cellules INS-1. ANOVA 1, non apparié, comparaisons avec le 0
umol.L? de flavonoide et de H,0;), n = 5.

En condition de dysfonction induite par H,0,, les flavonoides présentent donc des
comportements différents sur la sécrétion d’insuline. Le résokaempférol semble « gommer » I'effet du
stress oxydant en amplifiant la sécrétion d’insuline a la concentration de 20 umol.L. Cette
amplification est toutefois plus faible qu’en absence d’H,0; (sécrétion d’insuline multipliée par 2 en
absence d’H,0; et par 1,5 en présence d’H,0,). En présence de morine, quelle que soit la concentration
testée, la sécrétion d’insuline n’apparait pas différente du contréle. La morine protégerait donc
partiellement la fonction cellulaire B. Par contre, un tel effet protecteur ne serait pas observé en
présence de galangine. Afin d’étudier I'implication potentielle des capacités antioxydantes de ces
molécules dans les différents profils de sécrétion observés, nous avons évalué le pouvoir antioxydant

de ces flavonoides.

En collaboration avec le Pr. Michel Vignes (IBMM, CNRS UMR 5247, Université de Montpellier),
nous avons mesuré I'indice ORAC (capacité d'absorption des radicaux oxygénés) des trois flavonoides
d’intérét. A titre de comparaison, nous avons également évalué I'indice ORAC de la quercétine dont le
comportement pharmacologique sur la sécrétion d’insuline en présence de H,0; est similaire a celui

du résokaempférol (Youl et al., 2010).

148



Partie expérimentale - Résultats et discussion

La quercétine, le résokaempférol, la morine et la galangine présentent un indice ORAC
respectivement de 5,2 +0,3; 5,9 +0,3; 4,3 +0,2 et 1,4 + 0,1 équivalents de Trolox par pumol.L? de

composé. Figure 67.
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Figure 67 : Indice ORAC de la quercétine, du résokaempférol, de la morine et de la galangine. ANOVA
1, non apparié, comparaisons multiples, n = 3 (quercétine) ou 4 (résokaempférol, morine et galangine).

Hormis la galangine qui présente un indice ORAC significativement plus faible, la quercétine,
le résokaempférol et la morine possédent des indices ORAC équivalents. Ainsi, les profils de sécrétion
différents observés en présence de H,0; entre le résokaempférol (ou la quercétine) et la morine ne
semblent pas étre expliqués sur la seule base du pouvoir antioxydant de ces flavonoides. Ils sont
certainement a mettre en lien avec la capacité du résokaempférol a avoir une action pharmacologique
(activation des canaux calciques voltage dépendants). La morine présente un indice ORAC
significativement plus élevé que celui de la galangine, expliquant probablement sa capacité modérée
a moduler la dysfonction induite par le H,0,. La galangine semble dénuée d’effet protecteur vis-a-vis
de la dysfonction cellulaire B. A la concentration de 20 umol.L?, I'effet inhibiteur que nous observons

serait a mettre en lien avec son action pharmacologique (agent découplant de la chaine OXPHOS).

La voie ERK 1/2 étant impliquée dans les phénoménes de survie et de prolifération cellulaire,
nous avons étudié I'effet du résokaempférol sur la phosphorylation de ERK 1/2 en condition de stress
oxydant. Pour cela, nous nous sommes placés dans les conditions expérimentales de la sécrétion
d’insuline : incubation des cellules INS-1 pendant 1h en présence de 60 pmol.L'* de H,0, et de

différentes concentrations de résokaempférol. Nos résultats montrent que le H,0, tend a diminuer la
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phosphorylation de ERK 1/2 induite par 8,3 mmol.L de glucose (de 100 + 38,6 a 54,1 + 5,1 %) méme
si cet effet n’est pas significatif. Dans ces conditions de stress oxydant, le résokaempférol active ERK1/2
de facon concentration dépendante. A la concentration de 20 pmol.L?, la phosphorylation de ERK1/2
est fortement amplifiée par le résokaempférol en comparaison au point contréle (301,0 + 61,2 %).
Figure 68. Ce résultat suggére un réle crucial de ERK1/2 dans le mécanisme d’action de ce flavonoide,

probablement a mettre en lien avec I'amplification de la sécrétion d’insuline que nous observons.
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Figure 68 : Concentration-réponse du résokaempférol sur la phosphorylation de ERK 1/2 dans des
cellules INS-1 en condition de stress oxydant induit par 60 umol.L™ de H,0,, aprés 1h de traitement,
et en présence de 8,3 mmol.L! de glucose (A) et expérience type de western blot correspondante
(B). ANOVA 1, non apparié, comparaisons avec le 0 umol.L? de résokaempférol et de H,0,, n = 3.
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1.5 Etude de relations structure activité des flavonoides sur la

sécrétion d’insuline

Il est largement décrit dans la littérature et nos résultats expérimentaux le confirment (Figure
44), que de nombreux flavonoides sont capables de moduler la fonctionnalité de la cellule B
pancréatique (cf. 3.2 Effets des flavonoides sur la sécrétion d’insuline et la protection des cellules
pancréatiques). La quercétine est un des flavonoides les plus étudiés. Elle potentialise la sécrétion
d’insuline induite par le glucose et protége la viabilité des cellules B contre un stress oxydant (Youl et
al., 2010; Bhattacharya et al., 2014; Zhuang et al., 2018). Afin d’étudier plus en détail les déterminants
structuraux impliqués dans la modulation de la sécrétion d’insuline, nous avons sélectionné, en partant
de la structure de la quercétine, une vingtaine de molécules proches structurellement et disponibles
commercialement pour réaliser des expériences de sécrétion d’insuline. Les analogues de la quercétine
gue nous avons étudiés se distinguent par la position des groupements hydroxyles sur le noyau

flavone. Figure 69C.

Nous avons testé ces flavonoides dans des cellules de la lignée INS-1 a la concentration de 20
umol.L?, une concentration souvent retenue dans la littérature, notamment pour décrire les effets de
la quercétine. De plus, il s’agit de la plus faible concentration a laquelle le résokaempférol, le
kaempférol et la galangine modulent la sécrétion d’insuline dans notre premier screening. Figure 44.
Nous observons une grande disparité quant a la capacité de ces flavonoides a moduler la sécrétion
d’insuline. En conditions non stimulantes de glucose (1,4 mmol.L?), certains présentent un effet propre
en stimulant la sécrétion d’insuline (quercétine: 283 = 21,1 %; lutéoline: 217,3 + 17,5 %;
4’-hydroxyflavone : 252,0 + 10,5 %...) et d’autres n’ont pas d’effet comme la résogalangine (101,6
10,4 %) ou la morine (117,2 + 9,7 %). Figure 69A. En conditions stimulantes de glucose (8,3 mmol.L?),
la 3,4’-dihydroxyflavone (218,9 £ 11,7 %), la fisétine (199,3 + 9,5 %) et la quercétine (203,4 £ 7,5 %) par
exemple, multiplient par 2 la sécrétion d’insuline induite par le glucose, tandis que la morine (99,1 +
4,9 %) n’a pas d’effet. Entre I'effet potentialisateur maximal de la 3,4’-dihydroxyflavone et I'absence
d’effet de la morine, les flavonoides couvrent toutes les réponses intermédiaires possibles. A I'opposé,
la galangine (29,4 + 3,4 %) inhibe fortement, de I'ordre de 70 %, la sécrétion d’insuline induite par le
glucose. Figure 69B. Ces réponses trés variées des flavonoides s’observent en dépit de structures
extrémement proches puisqu’elles ne différent entre elles que par le nombre et la position des

groupements hydroxyles sur le noyau flavone. Figure 69C.
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Figure 69 : Effets des flavonoides (20 umol.L?) sur la sécrétion d’insuline en condition basale
(1,4 mmol.L de glucose, A) ou en condition stimulante (8,3 mmol.L? de glucose, B) dans des cellules
INS-1, avec la position des groupements hydroxyles sur les différents cycles (C). Les résultats sont
exprimés en pourcentage du contrdle sans flavonoide (1,4 mmol.L™? ou 8,3 mmol.L?), n=5.
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Afin d’analyser ces résultats, nous avons construit la loi de distribution de I'effet sur la
stimulation de la sécrétion d'insuline induite par le glucose (avec tous les réplicats obtenus pour
chaque flavonoide en condition stimulante de glucose). Nous avons ensuite « découpé » cette loi de
distribution en trois groupes de densité égale qui correspondent a trois intensités d’effet sur la
stimulation de la sécrétion d’insuline induite par le glucose : un « effet important », un « effet
modéré », et un « effet faible ou inexistant » (seuils a 121,2 et 162,5 ng.mL?). Pour chaque flavonoide,
nous avons ensuite testé I'appartenance des réplicats aux groupes « effet important » ou « effet faible
ou inexistant » (test exact de Fisher, p < 0,05). Les réplicats des groupes traités par la quercétine, la
3,4’-dihydroxyflavone, la fisétine, le résokaempférol et |a lutéoline appartiennent significativement au
groupe « effet important ». Les réplicats des groupes traités par la flavone, la datiscétine, la
3,5-dihydroxyflavone, la morine et la galangine appartiennent significativement au groupe « effet
faible ou inexistant ». Enfin, les réplicats des groupes de traitement n'appartenant significativement a
aucun de ces deux groupes ont été attribués au groupe « effet modéré ». Il s’agit des réplicats des
groupes traités par le kaempferol, |'apigénine, le flavonol, la 4’-hydroxyflavone, la 4',7-
dihydroxyflavone, la résogalangine, la 3’-hydroxyflavone, la 3’,4’-dihydroxyflavone et la chrysine,

Figure 70.
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Figure 70 : Histogramme des fréquences des réplicats et loi de densité de I'effet sur la stimulation de
la sécrétion d'insuline des réplicats en condition stimulante de glucose (8,3 mmol.L?).
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La quercétine (3,3'4',5,7-pentahydroxyflavone) et tous les composés possédant des
groupements hydroxyles a la fois en position 3 et 4’ appartiennent au groupe ayant le maximum d’effet
sur la stimulation de la sécrétion d’insuline a I'exception du kaempférol et de la morine. La 3,4'-
dihydroxyflavone, uniquement substituée par un groupement hydroxyle en position 3 et 4’, appartient
a ce groupe, alors que la 3-hydroxyflavone et la 4’-hydroxyflavone, possédant chacune un seul
groupement hydroxyle respectivement en position 3 et 4’, se montrent moins actives. La double
substitution par des groupements hydroxyles en position 3 et 4’ semble donc étre un minimum requis
pour conférer au flavonoide une activité stimulante maximale. Toutefois, |'absence de groupement
hydroxyle en position 3 de la lutéoline (3',4',5,7-tetrahydroxyflavone) pourtant capable d’amplifier la
sécrétion d’insuline, ne permet pas d’affirmer complétement que cette combinaison d’hydroxylation
(3 et 4') a une valeur prédictive sur la sécrétion d’insuline. De plus, la morine
(2',3,4',5,7-pentahydroxyflavone), bien que présentant les substitutions hydroxyles en 3 et 4, n’a pas
d’effet sur la sécrétion d’insuline dans notre modele. Elle se différencie du kaempférol (3,4',5,7-
tétrahydroxyflavone), potentialisateur de la sécrétion d’insuline, par la présence d’un groupement
hydroxyle en position 2’. La présence de ce groupement semble donc étre délétere vis-a-vis de I'activité
agoniste des flavonoides. Pour corroborer cette hypothese, il serait opportun de tester I'activité
d’autres molécules substituées en position 2° comme la 2’-hydroxyquercétine, Ia
2’,3,4'-trihydroxyflavone, la 2’-hydroxyfisétine ou encore le 2’-hydroxyrésokaempférol, qui ne sont
malheureusement  pas  disponibles  commercialement. Néanmoins, la datiscétine
(2',3,5,7-tetrahydroxyflavone) et la galangine (3,5,7-trihydroxyflavone) se distinguent également par
une hydroxylation en position 2’ sur la datiscétine. La galangine inhibe fortement la sécrétion d’insuline
induite par le glucose alors que la datiscétine possede un comportement similaire a la morine, a savoir
une absence d’effet. L’hydroxylation en position 2’ apparait donc délétére sur toute activité
pharmacologique du flavonoide, que celui-ci se révéle agoniste ou antagoniste. Ce groupement
hydroxyle pourrait créer un encombrement stérique, empéchant le flavonoide d’interagir avec sa cible.
Cependant, les substitutions peuvent également influencer I'angle diedre entre le plan formé par les
cycles A et C et le plan formé par le cycle B des flavonoides. Alors que les flavonols ont une structure
généralement presque plane, une interaction de type liaison hydrogéne entre les groupements
hydroxyles des positions 3 et 2’ imposent un angle diedre plus élevé (35,7° pour la morine, contre -3,5°
pour le kaempférol). La mésomérie et le degré de délocalisation des électrons sur la structure sont
alors impactés. Ces impacts structuraux (planéité et mésomérie) pourraient étre a I’origine de la perte
d’effet pharmacologique des molécules possédant une substitution hydroxyle en position 2’ (Todorova

et al., 2013; Spiegel et al., 2020).
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Il faut toutefois souligner que ces résultats ont été obtenus en testant chaque flavonoide a une
concentration de 20 umol.L. Pour une meilleure interprétation des effets de ces molécules, la
détermination de leur ECsp et de leur Emax apparait nécessaire. En effet, les résultats de notre premier
screening montrent que le résokaempférol a 20 et 50 umol.L? potentialise la sécrétion d’insuline
induite par le glucose, mais qu’il n’a plus d’effet & 100 umol.L?, et que le kaempférol stimule la
sécrétion d’insuline & 20 et 50 umol.L?, mais qu’il posséde un effet inhibiteur 8 100 umol.L™. Figure
44. Ce profil « en cloche » rappelle celui de la quercétine qui n’a pas d’effet sur la sécrétion induite par
le glucose a 2 pmol.L?, la potentialise & 20 umol.L? et I'inhibe & 200 pmol.L? (Youl et al., 2010). Ces
effets déléteres observés a des concentrations élevées pourraient étre expliqués par une toxicité des
flavonoides lorsqu’ils sont testés a forte concentration. En effet, plusieurs études décrivent des effets
pro-apoptotiques de la quercétine a des concentrations de I'ordre de 100 pmol.L™ dans des cellules

tumorales, et notamment dans un contexte de cancer du pancréas (Rauf et al., 2018).

Par ailleurs, il reste aussi a étudier le mécanisme d’action par lesquels ces différents
flavonoides potentialisent ou inhibent la sécrétion d’insuline induite par le glucose. Autrement dit, est-
ce que toutes ces molécules ont le méme mécanisme d’action et agissent sur la méme cible que la
quercétine, a savoir les canaux calciques voltage dépendants ? Et quel est I'impact de chaque
groupement hydroxyle sur la capacité du flavonoide a moduler cette ou ces cible(s)
pharmacologique(s) ? Saponara et ses collaborateurs (2011) ont étudié la capacité de plusieurs
flavonoides a moduler les courants calciques de type L des Cayl.2 sur un modele de cellules
musculaires lisses vasculaires. Ils ont constaté que certains flavonoides sont capables d’amplifier les
courants calciques (quercétine, lutéoline, apigénine...), tandis que d’autres n’ont pas d’effet ou sont
inhibiteurs de ces courants (résokaempférol, chrysine, galangine...). Malgré de grandes différences
dans les concentrations testées pour certains composés entre les expérimentations, nous observons
une discordance entre ces résultats sur les Cay1.2 et nos résultats sur la sécrétion d’insuline. Tableau
10. Bien que les Cay1.2 soient particulierement impliqués dans les mécanismes de sécrétion d’insuline
(Rorsman and Ashcroft, 2018), le 3,4’-dihydroxyflavone multiplie par 2 la sécrétion d’insuline induite
par le glucose, tandis que cette méme molécule inhibe de 30 % les courants calciques dans le modele
de Saponara pour des concentrations équivalentes (20 et 30 umol.L?, respectivement). De méme, le
résokaempférol multiplie par 2 la sécrétion d’insuline dans notre modéle a 20 umol.L?, et inhibe les
courants calciques dés 10 pmol.L™? dans I’étude de Saponara, avec presque 50 % d’inhibition a 30
umol.L . La morine, quant a elle, n’a pas montré d’effet sur la sécrétion d’insuline de 2 & 100 pmol.L™
lors de notre premier screening, mais inhibe de moitié les courants calciques a 100 umol.L™. Ces

différences peuvent s’expliquer par une différence entre les modeles utilisés : des cellules de muscles
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lisses isolées d’artéres de rats dans I'étude de Saponara et des cellules B pancréatiques dans notre cas.
Ainsi, I'’environnement membranaire différent du canal et les protéines régulatrices (B et a.6)
spécifiques pourraient expliquer ces réponses différentes. Par ailleurs, il faut comparer avec prudence
des résultats obtenus par la mesure directe de courants calciques par patch clamp (travaux de
Saponara et al.) a ceux que nous obtenons correspondant a un effet cellulaire global : la sécrétion
d’insuline. Saponara et ses collaborateurs (2011) ont réalisé une mesure directe sur une cible
pharmacologique distincte. La sécrétion d’insuline est un mécanisme cellulaire complexe et reflete la

somme des potentiels effets des flavonoides sur plusieurs cibles pharmacologiques.

Tableau 10: Effets de différents flavonoides sur la sécrétion d’insuline induite par le glucose
(8,3 mmol.L) dans des cellules INS-1 et sur les courants calciques dans des cellules vasculaires
(d'aprés Saponara et al., 2011).

Sécrétion Courants Ca’"
d'insuline (Saponara et Al )

3 a20 |J.M (%) Emax (%) (IJ'M)

Substituant Flavonoide

Quercétine

OH OH 3,4’-dihydroxyflavone 68,8 30

OH OH OH OH Fisétine ND
OH OH OH Résokaempférol 100
OH OH OH OH Lutéoline 30
OH OH OH OH Kaempférol 162,8 164,6 30
OH OH OH Apigénine 160,2 181,9 30
OH Flavonol 158,7 ND -
OH 4'-hydroxyflavone 157,6 ND -
OH OH 4’,7-dihydroxyflavone 130,4 ND -
OH OH Résogalangine 123,5 ND -
OH 3'-hydroxyflavone 122,3 ND =
OH OH 3’,4’-dihydroxyflavone 121,1 ND -
OH OH Chrysine 1193 |84 100
Flavone 111,3 ND -
OH OH OH OH Datiscétine 106,6 ND -

OH OH 3,5-dihydroxyflavone 104,8 ND
OH OH OH OH OH Morine 99,1 53,6 100
OH OH OH Galangine 100
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Dans la premiére partie bibliographique, nous avons vu que le diabéete est une pathologie qui
engendre un colt humain, économique et social important. La gravité de cette maladie chronique
réside dans ses complications, et nécessite de ce fait le meilleur maintien possible de la glycémie. Les
traitements actuellement disponibles n’ont pas de visée curative et présentent des effets indésirables
ou des conditions d’utilisation pouvant mettre en péril I'observance des patients. L'insuline,
synthétisée par les cellules B des filots de Langerhans du pancréas, est la seule hormone
hypoglycémiante. La dysfonction des cellules B pancréatiques est une étape clé dans la
physiopathologie du diabéete de type 2. En effet, les mécanismes de sécrétion d’insuline par ces cellules
mettent en jeu des processus complexes qui font intervenir de nombreuses voies métaboliques
comme la phosphorylation oxydative mitochondriale ou I'entrée de calcium dans les cellules. Les
flavonoides, molécules naturelles du régne végétal, sont largement connus pour leur role bénéfique
dans la prévention et I'amélioration de nombreuses pathologies chroniques. lls sont notamment
capables d’agir sur les cellules B pancréatiques et d’en modifier leurs fonctionnalités. Ainsi, cette

famille de polyphénols pourrait se montrer utile dans le traitement du diabéte de type 2.

La quercétine est un flavonoide largement étudié pour ses effets santé. Elle est décrite pour
potentialiser la sécrétion d’insuline induite par le glucose et protéger la cellule B pancréatique du stress
oxydant. A partir de structures chimiques proches de la quercétine, I'objectif de ce travail de these a
été de caractériser des molécules plus puissantes et plus efficaces mais aussi et surtout, de mettre en
évidence des molécules présentant un effet gluco-dépendant. Le mécanisme d’action des molécules

d’intérét a été étudié au niveau de la cellule B pancréatique.

Une étude des relations structure-activité a partir du squelette de la quercétine a mis en
évidence une large gamme de réponses entre les divers flavonoides testés. En effet, certains sont
capables de potentialiser la sécrétion d’insuline induite par 8,3 mmol.L? de glucose
(3,4’-dihydroxyflavone, fisétine, résokaempférol,..) alors que d’autres n’ont pas d’effet
(3,5-dihydroxyflavone, morine...). Un seul composé inhibe fortement la sécrétion d’insuline : la
galangine. Le nombre et la position des groupements hydroxyles présents sur la structure des
flavonoides semblent donc jouer un réle déterminant vis-a-vis de leur capacité a moduler la sécrétion
d’insuline. En effet, méme si de nombreux flavonoides ont démontré leurs actions bénéfiques sur la
fonctionnalité de la cellule B, et notamment la sécrétion d’insuline, il apparait a la lumiére de ces
résultats, que tous n’en sont pas capables. De petites modifications telles que le changement de
position d’un groupement hydroxyle sont capables de modifier considérablement le comportement

pharmacologique du flavonoide vis-a-vis de la sécrétion d’insuline par la cellule B. Ainsi, une double
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substitution en position 3 et 4’ par un groupement hydroxyle semble étre le minimum requis pour
conférer au flavonoide la meilleure activité sur la stimulation de la sécrétion d’insuline, tout en
conservant un effet propre minimal. Il serait donc judicieux d’étudier plus en détail la
3,4’-dihydroxyflavone, et notamment de déterminer ses parametres pharmacologiques (Emax et CEso),

d’explorer son mécanisme d’action et de confirmer son effet in vivo.

Par ailleurs, cette étude des relations structure-activité a mis en évidence les positions des
groupements hydroxyles importantes et pose les bases d’'une éventuelle modulation chimique du
flavonoide dans le but d’optimiser ses paramétres pharmacocinétiques. En effet, la greffe d’une chaine
lipidique ou d’un groupement alkyle peut influencer la biodisponibilité et I’élimination de la molécule.
Notre étude a permis de déterminer les groupements hydroxyles a sauvegarder pour conserver une

activité maximale sur la sécrétion d’insuline.

Le résokaempférol est un flavonoide qui n’a pas, a ce jour, été décrit pour moduler la sécrétion
d’insuline. Or nos résultats indiquent qu’il est aussi efficace que la quercétine pour potentialiser la
sécrétion d’insuline induite par le glucose avec I'avantage de ne pas présenter d’effet-propre. Ces
caractéristiques pourraient placer cette molécule comme un candidat potentiel pour le
développement de nouvelles thérapies dans le diabete de type 2. Son mécanisme d’action semble
impliquer I'activation des canaux calciques voltages dépendant de type L. Il apparait alors intéressant
d’étudier plus en détail ce mécanisme d’action en évaluant par exemple la modulation du calcium
intracellulaire. La morine n’a pas d’effet sur la sécrétion d’insuline. Nos résultats démontrent qu’elle
n’agit sur aucune des deux cibles particulierement étudiées dans cette thése, a savoir les canaux
calciques voltage dépendant de type L et la phosphorylation oxydative mitochondriale. La galangine
est le seul flavonoide inhibiteur de notre screening. Son comportement pharmacologique se rapproche
de celui d'un agent découplant de la phosphorylation oxydative mitochondriale. Elle est capable de
diminuer la synthése d’ATP mitochondriale mais n’affecte pas la quantité d’ATP totale dans la lignée
de cellules B INS-1. Une mesure du ratio ATP/ADP apparait complémentaire a nos études afin de
confirmer que son mécanisme d’action découplant est a I'origine d’une altération de la sécrétion

d’insuline. Figure 71.
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Glucose

Sécrétion
d’insuline

Figure 71 : Mécanismes d’action potentiels et simplifiés du résokaempférol, de la morine et de la
galangine sur la sécrétion d’insuline dans les cellules B pancréatiques. GLUT, transporteur du
glucose ; TCA, cycle de I'acide tricarboxylique ou cycle de Krebs ; OXPHOS, chaine de phosphorylation
oxydative ; Karp, canal potassique ATP dépendant ; Cay, canal calcique voltage dépendant.

D’autre part, le résokaempférol est capable de protéger les cellules B pancréatiques du stress
oxydant en lien avec une augmentation de la phosphorylation de ERK 1/2. Il serait opportun d’étudier
le comportement de ce flavonoide sur des cellules en dysfonction induite par une gluco- et/ou
lipotoxicité, ainsi que par un environnement pro-inflammatoire (cocktail de cytokines), composantes

majeures de la physiopathologie du diabete de type 2 avec le stress oxydant.

Cette étude a été majoritairement réalisée in vitro sur une lignée cellulaire. Il apparait alors
important de confirmer les résultats obtenus dans des modeéles plus intégrés comme le pancréas isolé
et perfusé et d’évaluer le comportement des flavonoides dans des modeles in vivo. En effet, alors que
nos résultats dans les cellules INS-1 montrent une inhibition de la sécrétion d’insuline par la galangine,

des études in vivo ont mis en évidence des effets bénéfiques de ce composé sur I’'amélioration de la
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glycémie chez des rats hyperglycémiques (Aloud et al., 2018). Ces résultats contradictoires au premier
abord pourraient s’expliquer par un effet compensateur qu’il serait intéressant d’identifier. En
paralléle, une étape vers la transposition de ces résultats chez I’'Homme serait d’évaluer les effets de

ces molécules dans des ilots de Langherans humains.

Ce travail de thése ouvre donc de nombreuses perspectives sur I'intérét des flavonoides dans
la prise en charge du diabéete de type 2. Nous avons vu que certaines molécules (3,4’-dihydroxyflavone,
fisétine, résokaempférol...) potentialisent la sécrétion d’insuline induite par le glucose et possédent
peu ou pas d’effets propres, caractéristique déterminante des médicaments antidiabétiques. De plus,
le résokaempférol potentialise également la sécrétion d’insuline induite par le glibenclamide, un
sulfamide hypoglycémiant actuellement commercialisé. Il est alors possible d’envisager I'utilisation
des flavonoides en association avec d’autres antidiabétiques déja présents sur le marché afin de

réduire les doses administrées et ainsi minimiser leurs effets indésirables.
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Activité et mécanismes d’action d’analogue de la quercétine

sur la fonctionnalité des cellules B pancréatiques

La cellule B pancréatique régule I’'homéostasie glucidique. Sa dysfonction, favorisée par divers
facteurs tels que le stress oxydant et I'inflammation, joue un réle clé dans la physiopathologie du
diabete de type 2 (DT2). Le maintien de sa fonctionnalité, notamment par I'utilisation de flavonoides,
pourrait retarder |'apparition ou |’évolution de la pathologie. En effet, les flavonoides, composés
naturels du regne végétal, initialement décrits pour leurs effets santé du fait de leur action
antioxydante, apparaissent désormais comme des molécules capables d’interagir avec des cibles
pharmacologiques et de réguler des voies de signalisation cellulaires. Sur la base de résultats décrivant
la capacité des flavonoides a moduler les canaux calciques voltage dépendants (Cay) au niveau
vasculaire, les effets d’une dizaine de molécules ont été étudiés vis-a-vis de la fonction cellulaire B.
Cette approche de pharmacologie fondamentale nous permet de montrer que le résokaempférol et la
galangine, bien que possédant des structures chimiques tres proches, exercent des effets opposés sur
la sécrétion d’insuline via des cibles pharmacologiques distinctes. Le résokaempférol, qui amplifie la
sécrétion d’insuline, activerait les Cay au niveau de la membrane plasmique. La galangine, qui au
contraire inhibe la sécrétion d’insuline, se comporterait comme un agent découplant de la
phosphorylation oxydative mitochondriale. Il serait intéressant de compléter ce travail en comparant
les effets de ces molécules in vivo sur la régulation glycémique. Notre étude complémentaire de
relation structure-activité visant a étudier les déterminants structuraux impliqués dans la modulation
de la sécrétion d’insuline suggere qu’une double substitution par des groupements hydroxyles en
position 3 et 4’ sur le noyau flavone semble étre un minimum requis pour conférer au flavonoide une
activité stimulante maximale vis-a-vis de la sécrétion d’insuline. A 'opposé, une hydroxylation en
position 2’ apparait délétére sur toute activité pharmacologique du flavonoide, que celui-ci se révele
un agoniste ou un antagoniste vis-a-vis de la sécrétion d’insuline. Cette étude pourrait étre poursuivie
en analysant les courbes effet concentration et le mécanisme d’action des molécules les plus efficaces

a moduler et protéger la fonction cellulaire B.

Mots clés: cellule B pancréatique, insuline, flavonoide, canal calcique voltage-dépendant,

mitochondrie.
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Effects and mechanisms of action of quercetin-like

compounds on pancreatic B-cells functions

The pancreatic B-cell regulates glucose homeostasis. Various factors such as oxidative stress
and inflammation can lead to its dysfunction which is a core feature of the pathophysiology of type 2
diabetes (T2D). Preserving B-cell functionality could delay the onset or the evolution of the pathology
and in this regards flavonoids are promising molecules. Flavonoids are natural compounds that occur
in plant kingdom. They were initially described for their health effects due to their antioxidant action.
Later on, they were reported to interact with pharmacological targets and to regulate cellular signaling
pathways. Based on published data describing the ability of flavonoids to modulate voltage-dependent
calcium channels at the vascular level, the effects of around ten molecules have been studied with
regards to B-cell function. This fundamental pharmacology approach allows us to show that
resokaempferol and galangin, despite very similar chemical structures, exert opposite effects oninsulin
secretion through the modulation of distinct pharmacological targets. Resokaempferol, which
enhances insulin secretion, is thought to activate Cay at the plasma membrane. Galangin, which
inhibits insulin secretion, would act as an uncoupler of mitochondrial oxidative phosphorylation. It
would be interesting to complete this work by comparing the effects of these molecules in vivo on
glycemic regulation. In a complementary structure-activity study, we aimed at investigating the
structural determinants involved in the modulation of insulin secretion. Our data suggest that a double
substitution by hydroxyl groups at the 3 and 4' position on the flavone ring seems to be a minimum
requirement to confer the flavonoid a maximal stimulatory activity towards insulin secretion. On the
other hand, hydroxylation of the flavonoid at the 2' position appears to be deleterious for its
pharmacological activity regardless it is an agonist or an antagonist towards insulin secretion. This
study could be continued and extended by analyzing the concentration effect curves and the

mechanism of action of the most effective molecules to modulate and protect the B-cell function.

Keywords: Pancreatic B-cell, insulin, flavonoid, voltage-dependent calcium channels, mitochondria.
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