Alexandrine Par 
  
Liboz 
  
Dirigée Par 
  
Bertrand Blondeau 
  
Ghislaine Guillemain 
  
Mme Patricia 
  
Serradas Mme 
  
Jamileh Movassat 
  
Jean-Sébastien Annicotte 
  
M Latif 
  
Rachdi Mme 
  
Rapporteur Examinateur 
  
  
  
  
  
  
Néogenèse adaptative des cellules bêta pancréatiques : caractérisation en modèle 3D et identification de facteurs inducteurs

Liste des abréviations

Les diabètes de types 1 et 2 représentent plus de 99% des cas de diabètes mondiaux, et on estime que plus de 527 millions de personnes à travers le monde sont aujourd'hui touchées par ces pathologies. Ces diabètes se caractérisent par une hyperglycémie chronique associée à une perte de masse des cellules bêta, totale dans le diabète de type 1 par atteinte auto-immune, et partielle dans le diabète de type 2 liée notamment à un épuisement et à une dysfonction des cellules bêta. Ces pathologies s'accompagnent de nombreuses comorbidités, conséquences de l'atteinte des structures rénales, nerveuses ou vasculaires, et seraient à l'origine de près de 7 millions de morts dans le monde en 2021 (10th edition. Brussels: International Diabetes Federation; 2021.IDF Diabetes Atlas.).

Une piste thérapeutique pour traiter ces pathologies repose sur la régénération de cellules bêta endogènes fonctionnelles, processus qui offrirait une alternative curative aux traitements symptomatiques actuels de ces pathologies. Plusieurs mécanismes permettraient cette régénération tels que la prolifération des cellules bêta, la transdifférenciation de cellules endocrines autres en cellules bêta, ou bien encore la différenciation de précurseurs en cellules bêta fonctionnelles. Néanmoins, la prolifération des cellules bêta est difficilement mobilisable à l'âge adulte et nécessite la présence de cellules bêta intactes, un prérequis hors d'atteinte dans le cas de la destruction quasi-totale de cette population lors d'un diabète de type 1. De même, la transdifférenciation des cellules endocrines pancréatiques en cellules bêta résulte généralement de manipulations génétiques non applicables à l'Homme et conduit à la déplétion de la population de cellules endocrines source, pouvant être à l'origine d'autres pathologies endocrines. Ainsi, le recrutement de précurseurs endocrines et leur différenciation en cellules bêta fonctionnelles, phénomène aussi connu sous le nom de néogenèse, constitue une piste légitime pour la restauration de la masse bêta chez le patient diabétique. Cependant, l'existence de ce mécanisme chez l'adulte (ainsi que d'une population de cellules précurseurs endocrines) reste débattue. De récentes études menées chez l'Homme et l'animal ont pourtant montré des phénomènes d'augmentation de la masse de cellules bêta par néogenèse en réponse à l'insulinorésistance.

Afin de caractériser le mécanisme d'adaptation de la masse des cellules bêta par néogenèse, nous avons tiré parti du fort pouvoir diabétogène d'hormones stéroïdiennes : les glucocorticoïdes. En effets, via l'atteinte de nombreux tissus insulino-sensibles tels que le muscle, le foie, le tissu adipeux ou même les cellules bêta, les glucocorticoïdes administrés à de fortes doses entrainent le développement d'une insulinorésistance sévère et rapide.

Cependant, seuls 20% des patients suivants une thérapie basée sur de fortes doses de glucocorticoïdes développeront un diabète. Cette observation suggère qu'une adaptation suffisante du pancréas, capable de contrer cette insulinorésistance par la production massive d'insuline, prévient le développement d'un diabète gluco-induit. Ainsi, notre équipe s'appuie sur un modèle murin d'insulinorésistance induite par l'administration chronique de corticostérone, un glucocorticoïde naturellement produit par la souris. Les précédents travaux publiés par notre équipe sur ce modèle montrent une augmentation importante de la sécrétion d'insuline, mais aussi et surtout de la masse de cellules bêta par prolifération et néogenèse en réponse à l'insulinorésistance cortico-induite. De plus, ils démontrent la présence de facteurs pro-néogéniques pour les cellules bêta dans le sérum des souris rendues insulinorésistantes.

A partir de ces précédents résultats, ce travail de recherche s'est attaché à répondre à plusieurs questions :

-L'adaptation de masse et de fonction des cellules bêta est-elle la conséquence de En cas d'excès de glucose, la glycogénogenèse permet le stockage du glucose sous forme d'un polymère appelé glycogène au niveau du foie et du muscle, avec un rôle différent pour chacun de ces organes. Le muscle stocke le glucose pour une utilisation propre alors que le foie est capable de restituer le glycogène sous forme de glucose afin de maintenir l'homéostasie glucidique de l'organisme.

A l'inverse de la glycolyse, le processus de néoglucogenèse permet la production de glucose par le foie à partir de substrats non glucidiques convertis en intermédiaires de la glycolyse (pyruvate et dihydroacétone) et par l'utilisation inverse des enzymes de la glycolyse.

Cette voie est activée lorsque les réserves glucidiques de l'organisme sont insuffisantes pour maintenir l'homéostasie métabolique. Le précurseur non glucidique utilisé majoritairement, le lactate sanguin, provient du métabolisme anaérobie des muscles et sera converti en pyruvate. La dégradation des triglycérides stockés dans le tissu adipeux produit du glycérol, ultérieurement converti en dihydroacétone. Enfin, si les réserves de triglycérides sont également insuffisantes, la dégradation des protéines musculaires fournit les acides-aminés glucoformateurs nécessaires à la synthèse de pyruvate.

La glycémie, ou concentration de glucose dans le sang, reflète la gestion du glucose par l'organisme et est comprise entre 0.7 et 1.1 g/L chez un sujet sain. Le maintien de la glycémie à un niveau normal est assuré principalement par deux hormones pancréatiques :

l'insuline, unique hormone hypoglycémiante de l'organisme produite par les cellules endocrines bêta, et le glucagon, hormone hyperglycémiante, produit par les cellules endocrines alpha. L'insuline exerce son rôle lors des augmentations de la glycémie (par exemple après un repas) en induisant le transport de glucose, la glyconéogenèse, notamment au niveau du foie et du muscle, et la lipogenèse. D'effet opposé, le glucagon active la glycogénolyse et la néoglucogenèse pour réguler la diminution progressive de la glycémie entre deux repas en agissant principalement au niveau du foie.

b) Métabolisme lipidique

Les lipides, lorsqu'ils sont consommés en quantité normale, représentent 40% des apports énergétiques chez les vertébrés. Le stockage des lipides sous forme de triglycérides représente une source énergétique très concentrée de par la nature quasi anhydre des molécules formées, à l'inverse du glycogène par exemple.

En période post-prandiale, les triglycérides ingérés sont hydrolysés dans la lumière de l'intestin grêle puis absorbés par les entérocytes. La réestérification et l'enveloppement des triglycérides par les apolipoprotéines (apoA, B et E) dans la membrane du réticulum endoplasmique forme des lipoprotéines appelées chylomicrons. Une fois dans la circulation sanguine, ces chylomicrons sont captés au niveau du tissu adipeux par la lipoprotéine lipase (LPL) dont l'activité est stimulée par l'insuline. La LPL va permettre l'hydrolyse des triglycérides et ainsi de décharger les chylomicrons de leur contenu au profit du tissu adipeux ou du muscle pour y être respectivement stocké et utilisé. Les résidus de chylomicrons sont ensuite captés et dégradés par le foie. De ce fait, les lipides ingérés sont majoritairement stockés au niveau du tissu adipeux en période post-prandiale, et ce processus est stimulé par l'insuline.

Un autre processus permet le stockage de l'énergie sous forme de lipides : la lipogenèse de novo. Ce processus permet de stocker un excès de glucides sous forme d'acides gras et est également dépendant de l'action de l'insuline. En effet, l'insuline sécrétée en réponse à une élévation de la glycémie induit l'absorption des glucides excédentaires par le tissu adipeux. Le pyruvate produit lors de la glycolyse dans le tissu adipeux devient alors le substrat de différentes enzymes, dont la pyruvate déshydrogénase et l'Acetyl-CoA Carboxylase (ACC) régulées positivement par l'insuline, et permettant in fine la conversion de glucides en acides gras et triglycérides.

La dégradation des lipides, ou lipolyse, permet la libération d'une quantité importante d'énergie sous forme d'ATP. Elle fait intervenir des enzymes hydrosolubles appelées lipases.

En période de jeûne, le cholestérol produit par le foie est acheminé aux tissus demandeurs d'énergie par les lipoprotéines (VLDL, LDL) où les lipases vont permettre le captage et la conversion des triglycérides en acide gras et en glycérol. Les acides gras ainsi libérés vont ensuite entrer dans la voie de la β-oxydation, permettant la production d'Acetyl-CoA utilisable par le cycle de Krebs, et de NADH et FADH2 utilisé par la chaîne respiratoire mitochondriale.

Ainsi, la dégradation complète d'une molécule d'acide gras à 6 carbones (comme l'acide caproïque), soit le même nombre de carbones qu'une molécule de glucose, permet la formation de 44 molécules d'ATP. Le glycérol produit par la lipolyse sera quant à lui acheminé jusqu'au foie ou aux reins pour y être converti en substrats utilisables par la voie de la glycolyse grâce à la néoglucogenèse et ainsi produire de l'énergie. Enfin, lors d'une période de jeûne prolongé pendant laquelle la quantité de glucose disponible n'est plus suffisante pour assurer l'homéostasie énergétique, l'Acetyl-CoA issu de la β-oxydation des acides gras dans le foie rentre dans la voie de la cétogenèse pour produire des corps cétoniques qui serviront de substitut au glucose au niveau des muscles (coeur, muscles squelettiques) et des cellules nerveuses (cerveau). En effet, en cas de jeûne prolongé, l'oxaloacétate nécessaire à la prise en charge de l'Acétyl-CoA dans le cycle de Krebs est dérivé pour intégrer la voie de la néoglucogenèse, et n'est plus disponible pour ce cycle. Il est important de noter qu'en cas de déficit majeur en insuline, lorsqu'il impossible de faire entrer du glucose dans les cellules pour produire de l'énergie, la voie de la lipolyse est suractivée pour maintenir l'homéostasie énergétique. De ce fait, la voie de la cétogenèse est également stimulée ce qui a pour conséquence délétère une acidification du sang causée par une accumulation de corps cétoniques (acidocétose), phénomène rencontré chez les sujets diabétiques, c'est-à-dire déficitaires en insuline.

c) Métabolisme protéique

L'ensemble des protéines de l'organisme, bien que de structure et de séquence en acides aminés très variables, ont pour point commun un renouvellement permanent. La peau, l'intestin, le foie et les muscles sont les organes pour lesquels la fréquence et la quantité de protéines renouvelées sont les plus importantes. Le muscle à lui seul représente 20% du renouvellement protéique global et le foie 10% (1). Le renouvellement protéique varie également en fonction de l'âge, avec un ralentissement progressif au cours du vieillissement, mais aussi de façon ponctuelle selon l'état nutritionnel considéré : réduction lors du jeûne, augmentation à l'état nourri. Les protéines peuvent également servir de source énergétique à l'organisme en étant converties en glucose et en triglycérides, eux-mêmes stockés pour une utilisation ultérieure.

Les acides aminés provenant de l'alimentation sont indispensables au métabolisme protéique, le corps humain ne pouvant par exemple pas produire tous les acides aminés nécessaires à sa synthèse protéique.

Au niveau de l'estomac, les cellules pariétales et les cellules principales sécrètent Il est important de noter qu'en plus de leur rôle indispensable dans la synthèse protéique ou la libération d'énergie en cas de jeûne, les acides aminés et leurs radicaux carbonés servent aussi de précurseurs aux hormones thyroïdiennes, aux catécholamines ou aux neurotransmetteurs par exemple. Enfin, les acides aminés ont également un rôle dans la signalisation cellulaire, par exemple dans la sécrétion de glucagon au niveau des cellules alpha pancréatiques (3).

3)

Organes majeurs de l'homéostasie énergétique Comme énoncé précédemment, les substrats énergétiques principaux de l'organisme sont le glucose, les acides gras et les corps cétoniques. Ces substrats sont stockés sous forme de glycogène dans le foie et le muscle, de triglycérides dans le tissu adipeux et de protéines dans le muscle. La gestion de ces ressources par catabolisme ou anabolisme est sous le contrôle de systèmes nerveux et hormonaux, notamment le système endocrine pancréatique.

En lien avec les sujets abordés dans cette thèse, nous discuterons exclusivement l'implication 

Fonction endocrine

La partie endocrine du pancréas est constituée de structures sphériques appelées îlots de Langerhans, disséminées dans la partie exocrine, ne représentant au total que 1% du volume pancréatique total. Ces îlots sont des amas de différents types de cellules endocrines dont la proportion n'est pas homogène.

La majeure partie des îlots, 60 à 70% environ chez la souris, est composée de cellules bêta sécrétrices d'insuline, l'unique hormone hypoglycémiante de l'organisme. L'insuline agit également comme un facteur de croissance et inhibe la sécrétion et la biosynthèse de glucagon.

Les cellules alpha sécrétrices de glucagon, principale hormone hyperglycémiante, représentent quant à elles environ 30% de la structure insulaire.

Enfin, les 10% restant se partagent entre plusieurs types de cellules endocrines : les cellules delta sécrétrices de somatostatine (inhibe la sécrétion du glucagon, de l'insuline et des sucs pancréatiques) ; les cellules PP sécrétrices du polypeptide pancréatique (inhibe la sécrétion de glucagon lors d'une glycémie basse et joue un rôle dans la satiété) ; et les cellules epsilon sécrétrices de ghréline (augmentée en période de jeûne et inhibitrice de la sécrétion d'insuline) (4).

Les cellules bêta et l'insuline

Les cellules bêta produisent l'insuline, la seule hormone ayant une action hypoglycémiante directe. De ce fait, leur rôle est central dans la gestion des ressources énergétiques et dans le maintien de l'homéostasie glucidique. Ces cellules sont d'excellentes senseurs du glucose sanguin et permettent une régulation fine, contrôlée et continue de la glycémie. En effet, les îlots de Langerhans sont richement vascularisés par des capillaires fenestrés permettant un échange facilité des nutriments dont le glucose, mais également une diffusion rapide de l'insuline sécrétée en réponse à la situation glycémique.

Les cellules bêta ont un métabolisme du glucose différent des autres cellules endocrines. Le transporteur de glucose majeur de la cellule bêta (GLUT2 chez la souris, GLUT1/2 chez l'Homme) (5,6) présente une faible affinité pour son substrat et permet ainsi l'entrée d'une grande quantité de glucose en cas de glycémie élevée sans risque de saturation.

En revanche, GLUT1 (et l'hexokinase 1) présente une affinité élevée pour le glucose et est rapidement saturé en cas de glycémie élevée. De ce fait, la concentration intracellulaire de glucose est rapidement identique à la concentration extracellulaire. Par la suite, le glucose est phosphorylé en G6P par la glucokinase (ou hexokinase type IV) elle aussi de faible affinité pour son substrat, et donc quasi insaturable (contrairement à l'hexokinase 1). Ainsi, le métabolisme glucidique de la cellule bêta est proportionnel à la concentration de glucose circulant. Le G6P produit est métabolisé dans la voie de la glycolyse et entre dans le cycle de Krebs pour aboutir à la formation d'ATP. L'augmentation du ratio ATP/ADP engendre la fermeture des canaux potassiques ATP-dépendants KIR/SUR présents sur la membrane plasmique, entrainant une élévation de la concentration potassique intracellulaire et ainsi la dépolarisation de la membrane plasmique et l'ouverture de canaux calciques voltage-dépendants. L'entrée massive de calcium provoque alors la montée à la membrane, la fusion et l'exocytose de granules contenant l'insuline. Néanmoins, pour permettre une régulation fine et continue de la glycémie, la sécrétion d'insuline est biphasique. La première phase sécrétoire, ou phase rapide, implique des granules de petite taille situés à proximité immédiate de la membrane plasmique en condition basale et mobilisables dans les 5 à 10 min suivant une élévation de la glycémie. Cette phase précoce agit principalement sur le foie pour induire une diminution rapide de la glycémie en y stimulant le captage du glucose et en bloquant la production hépatique de glucose. La deuxième phase, ou phase de maintien, correspond à la montée à la membrane de granules plus éloignés (granules de stockage de l'insuline) pour maintenir la sécrétion d'insuline, mais également la néosynthèse d'insuline. Cette seconde phase permet une sécrétion d'insuline plus massive et plus longue, jusqu'à plusieurs heures si la glycémie reste élevée, et cible davantage le muscle et le tissu adipeux (7,8) (Figure 1). La sécrétion de l'insuline par les cellules bêta est un mécanisme coordonné impliquant des jonctions serrées ou Gap junction constituées de molécules communicantes entre les cellules, notamment les connexines 36 entre les cellules bêta d'un même îlot. Il a été suggéré que ce réseau bêta permettait une action concertée, plus efficace que chez une cellule bêta isolée. Ainsi, couplée au phénomène biphasique, la communication bêta-bêta offre une cinétique de sécrétion optimale permettant de réagir rapidement et précisément aux impératifs de l'homéostasie énergétique (9)(10)(11).

L'insuline exerce ses effets métaboliques et anaboliques en se liant à son récepteur de haute affinité, le récepteur de l'insuline ou IR. Il s'agit d'un récepteur à activité tyrosine kinase appartenant à la famille des récepteurs de facteurs de croissance. Il est constitué de quatre sous-unités : deux chaines alpha extracellulaires et partiellement intramembranaires reliées dans la membrane plasmique à deux chaines bêta par des ponts disulfures. Les chaines alpha sont également reliées entre elles par des ponts disulfures et possèdent chacune un domaine de liaison complet à l'insuline encadrant une séquence riche en cystéine. Néanmoins, une seule molécule d'insuline suffit à l'activation du récepteur, l'encombrement stérique engendré réduisant grandement l'affinité des sous-unités alpha à la fixation et à l'activation par une autre molécule d'insuline (12).

L'insuline peut également se lier au récepteur IGF1R (Insulin-like growth factor 1 receptor) qui partage 50% d'homologie avec l'IR. En effet, ces deux récepteurs appartiennent à la même famille et possèdent la même structure primaire constituée de 4 sous-unités alphabêta. Cependant, l'IGF1R est mille fois moins affin pour l'insuline que l'IR et inversement (13).

De ce fait, seules des concentrations importantes d'insuline (ou d'IGF1) pourraient activer le récepteur homologue. De surcroît, l'expression de l'IR est majoritaire par rapport à l'IGF1R dans le foie et le tissu adipeux, assurant un effet quasi exclusif de l'insuline sur l'IR dans ces tissus. En revanche, le muscle exprime de manière presque égale IR, IGF1R ainsi qu'une forme hybride du récepteur (14).

La fixation de l'insuline sur les sous unités alpha de l'IR entraine le rapprochement des deux sous-unités bêta et l'activation du récepteur : le site catalytique tyrosine kinase présent sur chaque sous unité bêta peut agir sur son substrat, l'ATP, mais également induire la transphosphorylation des résidus tyrosines de la sous-unité bêta adjacente. Le récepteur est alors complétement activé et va pouvoir agir sur ses protéines cibles. On distingue deux voies d'actions principales de l'insuline, métabolique et anabolique, impliquant toutes deux la famille des Insulin Receptor Substrate (IRS) comme intermédiaire dans la cascade de phosphorylation activatrice.

La voie métabolique repose sur la fixation et l'activation par le substrat récepteur de l'insuline (IRS1) de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K), elle-même responsable de la reconnaissance de la kinase pyruvate déshydrogénase 1 (PDK1) qui recrute et active la protéine kinase B ou AKT/PKB. A son tour, AKT/PKB active plusieurs acteurs des effets métaboliques hypoglycémiants de l'hormone :

-La phosphorylation de la Glycogene Synthase Kinase 3 (GSK3) favorise la synthèse de glycogène.

-La phosphorylation de la kinase p70 et du complexe 4E-BP1 via mTOR stimule la synthèse protéique.

-La phosphorylation du facteur de transcription Forkhead transcription factor FOXO1

(FKHR) provoque sa séquestration dans le cytosol et l'empêche d'activer au niveau nucléaire la transcription de l'enzyme majeure de la gluconéogenèse, la

PhosphEnolPyruvate CarboxyKinase (PEPCK), dans le foie et le tissu adipeux (15,16).

Mais l'activité hypoglycémiante essentielle de l'insuline réside dans son action sur le transporteur de GLUT4 (GLUcose Transporter type 4) dans les tissus l'exprimant (muscles squelettiques et tissus adipeux). La montée à la membrane de GLUT4 en réponse au signal insulinique fait également intervenir la PI3K et permet d'apprécier toute la complexité du mécanisme mis en jeu pour induire l'entrée du glucose dans les cellules. En effet, si la voie PI3K/AKT est activée en réponse à la fixation de multiples substrats sur autant de récepteurs, seule l'insuline permet la translocation de GLUT4 à la membrane des tissus cibles, et donc Enfin, un autre effet métabolique important de l'insuline est la répression de la biosynthèse et de la sécrétion de glucagon par les cellules alpha faisant également intervenir la voie IR/IRS/PI3K (17,18).

Les effets anaboliques de l'insuline sont quant à eux médiés par une autre grande voie de signalisation, la voie Mitogen-Ativated Protein Kinases (MAPK). Deux schémas sont possibles pour l'activation de cette voie 1) via les IRS qui permettent la fixation de l'adaptateur Grb2 et l'activation successive des protéines SOS, Raf, Mek, ERK1/2 puis p90rsk pour in fine activer des facteurs de transcription impliqués dans la prolifération et la différenciation cellulaire et 2) via le recrutement par l'IR lui-même de protéines adaptatrices SHC permettant la fixation de Grb2 puis SOS et suivie de la cascade activatrice précédemment décrite (19).

Les cellules alpha et le glucagon

En sécrétant la principale hormone hyperglycémiante du jeûne, le glucagon, les cellules alpha ont un rôle réciproque par rapport aux cellules bêta dans le maintien de l'homéostasie métabolique. De ce fait, la concertation alpha-bêta est indispensable au maintien de l'équilibre glycémique.

Le glucagon, à l'inverse de l'insuline, est sécrété en réponse à de faibles concentrations en glucose. Cependant, le mécanisme précis de cette sécrétion glucose-dépendante est encore débattu. Une hypothèse repose sur la présence de canaux potassiques ATPdépendants à activité intermittente à la membrane des cellules alpha. L'activité de ces canaux entrainerait une dépolarisation de la membrane plasmique, l'ouverture de canaux calciques voltage-dépendant et l'entrée massive de calcium. L'afflux de calcium provoquerait l'exocytose des granules contenant le glucagon. A l'inverse, une forte concentration de 16,3 (2016) glucose mènerait à la fermeture des canaux potassiques ATP-dépendants et à une restriction de la sécrétion de glucagon. Une seconde hypothèse pouvant expliquer une sécrétion glucosedépendante du glucagon repose sur la présence dans les cellules alpha de SOC (Store-Operated Channels). En réponse à une faible concentration de glucose (hypoglycémie), la diminution intracellulaire d'ATP réduirait le fonctionnement de la pompe calcique ATPdépendante SERCA dans les cellules alpha. Il en résulterait un déficit en ions calcium dans le réticulum endoplasmique qui déclencherait l'ouverture des canaux SOC et l'entrée d'ions dans la cellule. Cela entrainerait la dépolarisation de la membrane plasmique puis l'activation des canaux calciques voltage-dépendants et l'entrée massive de calcium, engendrant elle-même l'exocytose des granules contenant le glucagon. A l'inverse, dans une situation d'hyperglycémie, la disponibilité du glucose génère suffisamment d'ATP pour alimenter les pompes SERCA et réprimer ainsi la sécrétion de glucagon (20,21).

Le glucagon a pour cibles principales le foie et le cortex rénal capables de néoglucogenèse et dans un moindre mesure le tissu adipeux, ce dernier exprimant peu de récepteurs au glucagon. C'est l'hormone du besoin énergétique, dont le rôle est de favoriser le déstockage ou la néoformation de glucose. De façon simplifiée, la sécrétion de glucagon en réponse à une baisse significative de la glycémie (jeûne, exercice physique) augmente la glycogénolyse hépatique et musculaire, diminuer la glycogenèse, inhiber la glycolyse et stimuler la néoglucogenèse. Au niveau lipidique, le glucagon augmente la cétogenèse hépatique. Enfin, au niveau protéique, il favorise le captage des acides aminés par le foie, substrat de la néoglucogenèse. Bien que le glucose exerce un rôle important dans la sécrétion de glucagon, les cellules alpha sont avant tout d'excellents senseurs des acides aminés, ces derniers constituant le véritable signal stimulateur de la sécrétion de glucagon.

Le glucagon est indispensable en période prandiale pour le stockage des acides aminés absorbés au cours de la digestion. En effet, les cellules alpha et bêta agissent en synergie au cours d'un repas pour favoriser le traitement de l'ensemble des nutriments et réduire la glycémie. Pour cela, en réponse à un afflux d'acides aminés provenant de l'alimentation, le glucagon stimule la sécrétion d'insuline de façon paracrine en se fixant au niveau de son récepteur GCG mais plus majoritairement sur le récepteur au GLP1 (Glucagon Like Peptide), tous deux présents sur la cellule bêta (22,23). Ainsi, suite à un repas, les nutriments passés dans la circulation sanguine 1) stimulent la sécrétion d'insuline pour les carbohydrates et les lipides et 2) stimulent la sécrétion de glucagon pour les acides aminés. En réponse, 1) l'insuline permet l'absorption des sucres et des lipides au niveau de foie, du muscle et du tissu adipeux et leur stockage et 2) le glucagon favorise l'absorption des acides aminés par le foie et stimule la sécrétion d'insuline. Le glucagon aurait donc pour action, en période prandiale, de favoriser l'absorption des acides aminés essentiels par le foie mais de réduire sa captation de glucose (par la stimulation de la sécrétion d'insuline) au profit de l'utilisation par d'autres tissus (24).

Enfin, en période post-prandiale, les faibles niveaux d'acides aminés circulants ne permettent plus de stimuler la sécrétion de glucagon et l'insuline exerce pleinement son effet inhibiteur sur la fonction des cellules alpha.

De ce fait, chez un sujet sain c'est la balance entre la sécrétion d'insuline et de glucagon et leur action sur leurs tissus cibles communs (muscle, foie et tissu adipeux) qui permet le maintien de l'équilibre glycémique (25).

b) Le foie

D'un point de vue métabolique, le foie est le carrefour du stockage énergétique car il constitue la principale réserve de glycogène de l'organisme. Il est également indispensable à la synthèse des triglycérides dans le tissu adipeux via les efflux de VLDL ensuite captés par le tissu adipeux et fournit les acides aminés nécessaires à la synthèse protéique au niveau du muscle. Il est également un des seuls organes, avec une participation modeste du cortex rénal et de l'intestin (26), capable de néoglucogenèse stricte, c'est-à-dire de libérer du glucose dans la circulation sanguine. Il est enfin le seul site de cétogenèse en cas de jeûne prolongé (27).

Les différents mécanismes producteurs d'énergie à partir de substrats glucidiques, lipidiques ou protéiques ayant été détaillés précédemment, nous nous intéresserons plus particulièrement à leur régulation au niveau hépatique par l'insuline et le glucagon.

Comme au niveau du pancréas, le captage du glucose par le foie est facilité par le transporteur de glucose GLUT2 de faible affinité pour son substrat et permettant une entrée rapide et massive de glucose dans les hépatocytes. En période prandiale/post-prandiale, l'augmentation de l'insulinémie stimule la conversion du glucose capté au niveau de la veine porte en glycogène et en acide gras en favorisant la synthèse et l'activité d'enzymes limitantes telles que la glucokinase, la glycogène synthase, la pyruvate kinase, la pyruvate déshydrogénase, la phosphofructokinase 1 ou l'acétyle CoA carboxylase (28). A l'inverse, l'insuline inhibe la production de glucose par gluconéogenèse et glycogénolyse en réprimant l'expression et l'activité d'enzymes limitantes telles que la glycogène phosphorylase, la PEPCK ou la glucose 6 phosphatase. Cela résulte de l'activation de la voie IRS/AKT, suite à la liaison de l'insuline sur son récepteur, qui entraine la phosphorylation de CRTC2 (CREB-regulated coactivator-2) et de FOXO1, qui seront alors exclus du noyau des hépatocytes, ne pouvant alors plus stimuler l'expression de la G6Pase et de la PEPCK (29)(30)(31). De plus, l'insuline agit indirectement sur le métabolisme hépatique en réduisant la lipolyse du tissu adipeux, réduisant ainsi le trafic d'acides gras vers le foie et l'alimentation la voie de la néoglucogenèse (32). Enfin, l'insuline agit également sur les cellules alpha pour réduire la sécrétion de glucagon, principal signal de mobilisation des réserves énergétiques pour le foie (33).

En effet, la sécrétion de glucagon et son action sur le foie sont indispensables au maintien de la normoglycémie. Par exemple, la sécrétion basale de glucagon permet au cours de la nuit, période de jeûne, de contrecarrer les effets de l'insuline en mobilisant le glycogène hépatique. Lors d'un effort physique, l'élévation de la glucagonémie permet également d'assurer des efflux de glucose du foie jusqu'aux muscle demandeurs. Enfin, le glucagon associé à l'insuline permet en période prandiale d'assurer l'assimilation des acides aminés par le foie (34,35). La fixation du glucagon sur son récepteur entraine une élévation de la concentration intracellulaire en AMPc et l'activation de la PKA dans les hépatocytes. La PKA active la phosphorylase kinase qui a son tour active la glycogène phosphorylase pour initier la voie de la glycogénolyse. La PKA inactive également par phosphorylation la glycogène synthase et inhibe alors la glycogenèse. En situation extrême de carence énergétique, le glucagon stimule la lipolyse du tissu adipeux en activant la lipoprotéine kinase pour favoriser la néoglucogenèse à partir d'acide gras. Enfin, le glucagon peut inhiber le captage du glucose par le foie pour favoriser les organes périphériques (36,37); et stimuler la cétogenèse (38).

c) Le tissu adipeux

Le tissu adipeux est un organe important pour la régulation du métabolisme énergétique tant au niveau individuel que systémique. On distingue trois types de tissus adipeux qui diffèrent au niveau structurel et fonctionnel : les tissus adipeux blanc, beige et brun.

Le tissu adipeux brun a une forte implication dans le métabolisme énergétique en dissipant l'énergie fournie par les lipides sous forme de chaleur grâce à la protéine découplante UCP1 exprimée par les nombreuses mitochondries qui le caractérisent. Les adipocytes beiges sont très proches des adipocytes blancs mais capables, en réponse à divers stimuli comme l'exposition au froid, de présenter des propriétés d'adipocytes bruns comme l'expression de UCP1 et la dissipation de l'énergie sous forme de chaleur.

Cependant, cette partie s'intéressera uniquement au rôle du tissu adipeux blanc pour sa fonction de réservoir énergétique et sa contribution à l'homéostasie métabolique via sa fonction endocrine.

La cellule adipocytaire, unité constitutive de la majeure partie du tissu adipeux, gère la disponibilité de substrats énergétiques : en période nourrie, l'excès d'énergie est stocké sous forme de triglycérides dans la gouttelette adipocytaire par lipogenèse. En période de jeûne ou de demande énergétique accrue (effort physique, etc.), les adipocytes relarguent l'énergie sous forme de glycérol et d'acides gras utilisables par le foie et le muscle grâce au processus de lipolyse. Enfin, les hormones sécrétées par le tissu adipeux blanc, les adipokines, permettent le dialogue avec le foie, le muscle et le pancréas ce qui contribue à la régulation de l'homéostasie métabolique.

La lipogenèse permet la synthèse de novo d'acide gras pour former des triglycérides à partir d'Acétyl-CoA. L'excès de glucose, lorsqu'il ne peut plus être absorbé par le foie ou les muscles, entre dans l'adipocyte et est métabolisé en Acetyl-CoA par glycolyse et stimule l'expression de l'Acétyl Coa Carboxylase (ACC), enzyme limitante de la lipogenèse. De la même manière, le flux de glucose active le facteur de transcription Carbohydrate Response Element

Binding Protein (ChREBP) qui induit l'expression de gènes lipogéniques comme FAS (Fatty Acid Synthase) ou ACC (39,40). Parallèlement, l'insuline sécrétée en réponse à la glycémie élevée stimule l'entrée de glucose dans l'adipocyte via GLUT4 et favorise l'activité et l'expression des enzymes limitantes de la glycolyse d'une part, et stimule l'expression de SREBP-1 (Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1), un facteur de transcription capable d'induire l'expression de gènes impliqués dans la synthèse du cholestérol et l'homéostasie lipidique d'autre part (41). Cependant, la majeure partie du glucose n'entre pas dans la voie de la lipogenèse mais est convertie en glycérol pour permettre l'estérification des acides gras provenant des VLDL hépatiques et des chylomicrons intestinaux (42). En effet, la lipoprotéine Lipase (LPL) dont l'activité est stimulée par l'insuline permet le captage des triglycérides dans la circulation (chylomicrons, VLDL) et la libération des acides gras qu'ils contiennent. L'insuline permet également l'expression et la montée à la membrane de transporteurs d'acides gras pour en faciliter l'entrée et l'estérification en triglycérides (43). Ainsi, le tissu adipeux blanc débarrasse la circulation des acides gras plasmatiques et empêche leur stockage ectopique au niveau du muscle ou du foie où leur accumulation est délétère. Il permet également l'absorption et le stockage du glucose en grande quantité sous forme de triglycérides.

A l'opposé de la lipogenèse, la lipolyse correspond à la mobilisation et au relargage des lipides de réserve de l'organisme (44). Elle permet la dégradation des triglycérides en acides gras et glycérol, assimilables par d'autres organes (foie, muscle). Le glycérol sert de substrat à la néoglucogenèse hépatique. Les acides gras peuvent entrer dans la voie de la β-oxydation au niveau des tissus demandeurs d'énergie et, au niveau du foie, permettent la formation de corps cétoniques. En période de jeûne, la diminution de l'insulinémie stoppe le processus de lipogenèse et l'élévation de la glucagonémie stimule la lipolyse (45). La fixation du glucagon à son récepteur adipocytaire entraine l'activation de la PKA, elle-même activatrice des deux enzymes initiatrices de la lipolyse : la lipase hormonosensible (LH) et l'adipocyte triglycéride lipase (ATGL) (46,47). ATGL permet la dégradation des triglycérides en diglycérides et la LH hydrolyse des diglycérides en monoglycérides. En parallèle, la PKA va phosphoryler la périlipine, une protéine de surface de la gouttelette lipidique, lui permettant ainsi d'interagir avec la LH et l'ATGL à la surface de la gouttelette et de donner aux enzymes l'accès à leur substrat (48). Les acides gras simples obtenus sont libérés dans la circulation pas diffusion à travers la membrane et par transport facilité à l'aide de translocases. Ils rejoignent ensuite les tissus demandeurs pour servir de substrat à la β-oxydation. De la même façon, l'aquaporine 7

permet les efflux de glycérol qui rejoindront le foie (49). Les catécholamines (adrénaline, noradrénaline) exercent également un effet sur la lipolyse. La stimulation des récepteurs α2adrénergiques inhibe la lipolyse dans les adipocytes via l'inhibition de l'adénylate cyclase et la réduction de la concentration intracellulaire d'AMPc. A l'inverse, l'activation des récepteurs β-adrénergiques stimule la lipolyse en activant cette même voie (50).

Le tissu adipeux exerce aussi une importante fonction endocrine et produit deux hormones importantes pour la régulation du métabolisme énergétique : l'adiponectine et la leptine (45).

L'adiponectine exerce un effet insulino-sensibilisateur et hypoglycémiant. Ses récepteurs, AdipoR1 et 2 sont exprimés au niveau du muscle et du foie respectivement et liés à la voie de signalisation AMPK. Au niveau hépatique, l'activation de la voie AMPK par AdipoR2 s'accompagne d'une diminution de l'expression d'enzymes de la néoglucogenèse telles que la G6P ou la PEPCK (51). L'adiponectine augmente également l'activité des céramidases, enzymes capables de cliver les acides gras des céramides pour en libérer le médiateur lipidique sphingosine, et ainsi réduire le contenu en céramides hépatique. En réduisant la production de glucose et le contenu en triglycérides du foie, l'adiponectine permet de sensibiliser ce dernier aux effets de l'insuline. Au niveau musculaire, l'activation de la voie AMPK par AdipoR1 va entrainer la phosphorylation inactivatrice de l'ACC et donc la réduction de la concentration en malonyl-CoA, un inhibiteur de la carnitine palmitoyltransférase-1 (CPT-1), enzyme limitante de l'entrée des acides gras dans la mitochondrie pour suivre la voie de la β-oxydation. De ce fait, l'adiponectine permet de réduire la concentration en acides gras musculaire en favorisant la β-oxydation, ce qui a pour effet de sensibiliser le muscle aux effets de l'insuline (52).

L'adiponectine favorise aussi la montée de GLUT4 à la membrane plasmique, et donc l'entrée et l'utilisation du glucose dans le muscle (53). Enfin, il est important de noter que l'insuline favorise la synthèse et la sécrétion d'adiponectine par le tissu adipeux (54).

La leptine est l'hormone de la satiété. Elle régule la balance énergétique en inhibant la sensation de faim et la prise alimentaire et sa sécrétion est augmentée avec la masse du tissu adipeux. La mutation du gène codant la leptine (ob) ou son récepteur (db) conduit à une perte de sensation de satiété et à une hyperphagie menant au développement d'une obésité massive. La leptine franchit la barrière hémato-encéphalique pour agir au niveau de l'hypothalamus en inhibant les neurones orexigènes et la sécrétion de peptides orexigènes (55). La leptine exerce également un effet important sur les cellules bêta pancréatiques : la fixation de la leptine sur son récepteur inhibe in fine 1) le transport de glucose via GLUT2 dans la cellule bêta pour réduire la sécrétion d'insuline (56) et 2) l'expression du gène codant l'insuline en activant la voie STAT3/STAT5B (57,58).

d) Le muscle

Le muscle squelettique représente en moyenne 40% de la masse corporelle d'un individu adulte sain. C'est également un site de capture, d'utilisation et de stockage du glucose sous forme de glycogène, représentant à lui seul 80% de la consommation en glucose de l'organisme, ce qui en fait un organe majeur de l'homéostasie métabolique.

En effet, comme le tissu adipeux, le muscle exprime le transporteur de glucose GLUT4 qui, sous l'action de l'insuline sécrétée en réponse à une hausse de la glycémie, permet (68).

Le DT1 est une maladie multifactorielle dont l'incidence varie beaucoup d'un pays à l'autre, reflétant la variabilité des loci génétiques de susceptibilité au DT1 plutôt qu'une cause environnementale (69). Cependant, l'implication de facteurs environnementaux (régime alimentaire, virus, produits chimiques) est encore mal connue et l'interaction gèneenvironnement joue certainement un rôle dans le déclenchement de la maladie au stade 1 (70).

Bien que la majorité des patients atteints d'un DT1 ne présente pas d'historique familial pour cette maladie, la susceptibilité génétique au DT1 est clairement établie. On observe par exemple 70% de concordance entre jumeaux monozygotes de développer un DT1 (71). A ce jour, plus de 50 loci ou polymorphismes nucléotidiques différents ont été identifiés comme susceptibles de provoquer un DT1 (72) mais une combinaison de ces gènes est nécessaire pour déclencher la maladie. Environ 50% des DT1 sont liés à des mutations du système HLA (Human Leukocyte Antigen) de classe II codant des molécules de présentation des antigènes (DR, DQ, etc.). La deuxième classe de mutation la plus représentée dans le DT1

touche des loci liés au gène de l'insuline (72). Les autres mutations sont suspectées d'affecter directement les cellules bêta, leur réponse à l'inflammation ou aux cytokines, ou bien encore des régions régulatrices du système immunitaire (73).

Le traitement du DT1 repose sur l'équilibration des apports insuliniques exogènes et fournies par l'utilisateur, comme l'activité physique ou la composition des repas (76).

Bien que l'insuline et les moyens de l'administrer aient évolué considérablement ces dernières années, les patients atteints de DT1 doivent surveiller leur glycémie continuellement. Pour cela, ils peuvent recourir à la mesure de la glycémie capillaire en se piquant au doigt plusieurs fois par jour. De plus en plus utilisés, les appareils de CGM fournissent un nombre illimité de mesures tout en évitant aux patients de se piquer au doigt.

Ces appareils mesurent, grâce à un capteur sous-cutané, le glucose interstitiel qui bien qu'en équilibre avec la glycémie en général peut différer légèrement lors de changements rapides de la glycémie (efforts intenses, repas riches, etc.) (77). (81). Une autre limitation dans l'utilisation de cellules bêta dérivées de cellules souches est leur capacité à sécréter de façon appropriée de l'insuline en réponse aux nutriments, actuellement limitée.

Il est aussi nécessaire que ces cellules puissent restreindre fortement leur sécrétion d'insuline lors de période de jeûne (nuit, effort physique) pour éviter des hypoglycémies sévères (82,83). De même, la quantité exacte de cellules greffées nécessaire à la restauration de l'euglycémie chez le patient diabétique reste à déterminer, ainsi que le lieu idéal pour installer le greffon (foie, capsule rénale, sous-cutané, etc.). Enfin, la durée de vie d'un greffon doit être évaluée, et avec elle la fréquence de renouvellement de la transplantation (84).

De ce fait, de nombreux progrès restent à faire pour mieux comprendre l'étiologie du DT1 mais aussi les possibilités thérapeutiques. -Les sulfamides favorisent la sécrétion d'insuline en agissant au niveau de la cellule bêta. Ils induisent la fermeture des canaux potassiques indépendamment de la production d'ATP, et donc la dépolarisation de la membrane En favorisant la sécrétion de l'insuline contenue dans les granules, ces molécules ciblent la phase lente de maintien de la sécrétion.

-Les glinides agissent aussi au niveau de la cellule bêta pour fermer les canaux potassiques et favoriser l'exocytose de l'insuline. Néanmoins, ils ciblent davantage la phase rapide de la sécrétion et agissent donc plutôt sur le pic de glycémie postprandial.

-Les analogues de l'incrétine GLP-1, agonistes du récepteur GLP1r présents sur les cellules bêta, dans une forme résistante à la dégradation par l'enzyme dipeptidylpeptidase 4 (DPP4) stimulent la sécrétion d'insuline -Les inhibiteurs de la DPP4 qui permettent de prolonger l'activité des incrétines insulino-sécrétagogues GIP et GLP1 endogènes ou de ses analogues médicamenteux peuvent également être utilisés en complément.

D'autres molécules permettent également de réduire l'absorption ou la réabsorption du glucose :

-Les inhibiteurs alpha-glucosidases ralentissent l'absorption des glucides complexes au niveau intestinal pour réduire la glycémie post-prandiale.

-Les glifozines empêchent la réabsorption tubulaire du glucose en inhibant le cotransporteur sodium/glucose SGLT2 et réduisent la glycémie à jeun et post-prandiale en favorisant son excrétion urinaire (glycosurie)

Il existe également plusieurs classes d'insulino-sensibilisateurs :

-Les biguanides, dont la plus connue est la metformine, diminuent la production hépatique de glucose par néoglucogenèse -Les glitazones améliorent l'insulino-sensibilité musculaire ce qui induit une diminution de la glycémie et de la lipidémie. ans suivant la grossesse (120,126).

Les diabètes monogéniques

Les diabètes de types Les effets délétères pour le métabolisme induits par un traitement à long terme par GC incluent la prise de poids, une redistribution délétère des graisses et augmentation de la circulation des acides gras libres ; la réduction de la masse musculaire associée à une libération massive d'acides aminés ; l'augmentation de la gluconéogenèse et de la production hépatique de glucose (65).

La plupart de ces effets sont la cause directe d'un impact négatif des GC sur les fonctions endocrines pancréatiques et la sensibilité périphérique à l'insuline, et ils seront détaillés dans la suite de ce mémoire.

2) Hypercorticisme a) Impact sur les tissus insulino-sensibles

Le pancréas endocrine : cas des cellules bêta

Les GC sont de puissants régulateurs du métabolisme énergétique et glucido-lipidique et ont donc été largement étudiés en ce qui concerne leurs effets sur la sécrétion d'insuline.

Néanmoins, une controverse subsiste sur l'expression des deux enzymes 11b-HSD dans les cellules bêta pancréatiques, une étude ayant conclu à l'absence de la 11b-HSD1 dans les cellules bêta murines et humaines (140). Par ailleurs, une étude récente a montré que les cellules alpha sont dépourvues de 11b-HSD (141, 142). De plus, il existe un paradoxe entre les modèles in vitro et in vivo concernant la réponse des cellules bêta pancréatiques aux GC (65).

Les prochains paragraphes vont donc résumer les informations obtenues sur ces régulations controversées.

In vitro, la majorité des études montrent un effet délétère des GC sur la sécrétion, la prolifération et la survie des cellules bêta (Figure 2). Néanmoins, les mécanismes précis responsables de ces altérations de la fonction et de la survie des cellules bêta sont encore peu connus.

Une étude menée sur des îlots humains et murins isolés ainsi que sur des cellules Min6

(une lignée de cellules bêta pancréatiques de souris) montre que l'ajout de GC entraîne une diminution de la viabilité cellulaire via l'activation de la voie p38 MAPK/TXNIP et que cet effet est reversé en inhibant le GR (143).

Néanmoins, plusieurs études ont mis au jour différentes voies cellulaires impliquées dans l'apoptose des cellules bêta en réponse aux GC (144-147).

Les GC affectent aussi fortement les capacités de sécrétion des cellules bêta in vitro.

Par exemple, les GC vont induire une dégradation post-traductionnelle de GLUT2, réduisant ainsi la capacité de réponse des cellules bêta aux élévations de la glycémie (148). Au niveau cellulaire, on distingue les effets lipolytiques des GC de leurs effets adipogéniques ainsi que de leur impact sur la signalisation insulinique (Figure 4). 

Le muscle

Le muscle squelettique est une cible directe des GC et une exposition chronique à de fortes doses entraine une fonte musculaire importante associée à une faiblesse musculaire (moindre contraction, fatigue à l'effort) (191). L'action catabolique de ces hormones du stress favorise la consommation du glycogène musculaire et le catabolisme protéique afin de fournir des substrats pour la néoglucogenèse.

Un des effets majeurs de GC sur le métabolisme musculaire est la réduction du captage du glucose via l'inhibition de la translocation de GLUT4 à la membrane plasmique normalement induite par l'insuline (Figure 5) (192). De plus, le GR activé inhibe l'activité de la glycogène synthase (GS) en levant les phosphorylations inhibitrices de la GSK3, lui permettant ainsi de phosphoryler et d'inactiver la GS (193,194) 

III) Plasticité adaptative du pancréas endocrine

La plasticité du pancréas endocrine correspond à la capacité du pancréas à adapter sa masse de cellules bêta afin de satisfaire les besoins en insuline de l'organisme. Si les cellules bêta sont capables d'accroitre leur sécrétion d'insuline en situation d'hyperglycémie, chronique ou non, des mécanismes d'augmentation de la masse de cellules bêta permettent également de maintenir l'euglycémie en réponse à l'insulinorésistance chronique. Plusieurs mécanismes ont été décrits :

-La prolifération de cellules bêta préexistantes, ou hyperplasie -La transdifférenciation qui correspond au passage d'une cellule endocrine mature vers un état intermédiaire (perte de l'expression de marqueurs forts de la différenciation endocrine terminale comme le glucagon) avant sa re-dédifférenciation en cellule bêta mature sécrétrice d'insuline.

- Les auteurs ont pu estimer que 89% des cellules bêta contiennent de la lipofuscine à 1 an, 95% (125). Enfin, le maintien de la masse de cellules bêta implique le maintien de l'identité bêta de ces cellules associé à l'expression de gènes clés de la fonction de sécrétion de l'insuline.

Comme décrit précédemment, l'âge induit chez les cellules bêta un phénotype plus mature, avec une expression plus importante de gènes impliqués dans l'activité hormonale, la production d'insuline et sa sécrétion en réponse au glucose et, à l'inverse, chez le sujet jeune on observe une expression accrue de gènes moins spécifiques de l'identité « bêta » et impliqués dans la régulation du cycle cellulaire, de la prolifération et de la biosynthèse de nucléotide (351).

A l'inverse de l'Homme chez qui la masse de cellules bêta adulte varie très faiblement, exception faite des situations d'adaptation mentionnées précédemment, la masse de cellules bêta augmente progressivement au cours du vieillissement chez la souris, et cette augmentation est corrélée à l'augmentation de la masse corporelle qui s'établit naturellement (368, 369).

En revanche et de manière similaire à l'Homme, la prolifération des cellules bêta diminue fortement au cours du vieillissement et est estimée à 0,1-0,2% chez les souris de plus 

SRY (sex-determining region Y)-box9 ou Sox9

Ce gène appartient à la famille des facteurs de transcription caractérisés par un Ce modèle a notamment permis l'étude de la régénération des cellules bêta par néogenèse. En effet, une étude princeps menée chez des rat soumis à une procédure de PDL a montré un doublement de la masse de cellules bêta caractérisé par l'apparition d'îlots de petite taille et de cluster de cellules endocrines dans la partie distale du pancréas. En revanche, un pulse de bromodéoxyuridine (BrdU), un nucléoside synthétique analogue de la thymidine incorporé par l'ADN des cellules en réplication, a révélé que moins de 1% des cellules bêta étaient marquées contre plus de 18% des cellules canalaires, démontrant une prolifération importante des cellules canalaires mais pas des cellules bêta. Ainsi, les auteurs suggèrent que la régénération des cellules bêta observée provient de la différenciation de précurseurs, ou néogenèse, et non de la prolifération de cellules préexistantes (426).

Quelques années plus tard, Xu et al. concluent également à une restauration de la masse de cellules bêta par néogenèse dans un modèle de PDL. En utilisant un modèle de souris rapporteur permettant de suivre l'activité du promoteur de NEUROG3 par l'expression couplée de la GFP, les auteurs montrent que l'expansion de la masse de cellules bêta résulte en partie de l'activation de NEUROG3. Ils ont en effet identifié et isolé des cellules NEUROG3- Dans ce contexte, mes travaux de thèse avaient plusieurs objectifs :

GFP+
1) Démontrer que l'adaptation de masse et de fonction des cellules bêta est déclenchée par l'insulinorésistance per se et non par les GC via l'analyse pancréatique d'autres modèles d'insulinorésistance induite pharmacologiquement ou génétiquement.

2) Définir s'il existe une valeur seuil dans l'insulinorésistance cortico-induite pour le déclenchement de l'adaptation de masse et de fonction des cellules bêta.

3) Mettre en évidence les effets de l'âge sur la détermination de cette valeur seuil et leurs conséquences sur l'adaptation pancréatique chez la souris âgée de plus de 1 an. 

Produits chimiques

Corticostérone (CORT) :

Les animaux ont été traités soit avec de la CORT dissoute dans de l'éthanol (100, 50 ou 25 μg/ml, selon les indications) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), soit avec 1 % d'éthanol (VEH), ajouté dans l'eau de boisson pendant 3 à 4 semaines.

S961 :

Des mini pompes osmotiques ALZET® ont été implantées par voie sous-cutanée chez des souris C57Bl/6 J mâles âgées de huit semaines pour perfuser soit du S961, un antagoniste peptidique du récepteur de l'insuline (IR) (Novo Nordisk) (20 nmol/semaine), soit du PBS comme contrôle (VEH), à raison de 0,5 μl/h pendant 1 semaine, comme décrit précédemment (30) (voir p170).

Tests métaboliques

Test de tolérance à l'insuline (ITT)

Les tests de tolérance à l'insuline (ITT) ont été réalisés comme décrit précédemment (31) 

Analyse statistique

Tous les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± SEM. Les comparaisons ont été effectuées à l'aide du test U de Mann-Whitney et des tests ANOVA unidirectionnels ou bidirectionnels. Un p < 0,05 a été considéré comme significatif.

Introduction

In 2019, according to the World Health Organization, it is estimated that 1.5 million deaths could be imputed to diabetes, making diabetes the ninth leading cause of death. Moreover, high blood glucose itself is suspected to participate in 2.2 million deaths per year (https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/diabetes).

Pancreatic beta cells that secrete insulin -the only hypoglycemic hormone of the body -play a central role in the regulation of blood glucose. Insulin both activates glucose storage in fat, liver and skeletal muscles and inhibits glucose production by the liver, allowing a fine regulation of blood glucose levels. Moreover, beta cells are able to increase their mass and insulin production when required, to adapt to the increased demand in insulin induced by hyperglycemia and insulin resistance (1). Because of their central role, beta-cell loss and/or dysfunction are involved in the development of diabetes, which are characterized by a deficiency in insulin secretion caused by either the total or partial loss of beta-cell mass, in type 1 and type 2 diabetes respectively (2).

The resulting chronic hyperglycemia increases the risk to develop comorbidities, particularly kidney and cardiovascular disorders resulting in a major increase in mortality rate compared to the normoglycemic population (3,4) Thus, to compensate for the loss of insulin secretion in diabetes, research strategies have been explored but dampened by our limited understanding of the mechanisms underlying (re)generation and function of pancreatic endocrine cells in the adult pancreas. If islets transplantation appears today as a successful alternative to insulin injection for the regulation of hyperglycemia in the most severe cases of diabetes, many issues limit the potential of this technique. Aside from the deleterious impact that immunosuppression drugs needed for the transplantation have on the survival of beta cells ( 5), the quantity of available islets is clearly insufficient considering that one patient generally requires islets from at least two donors (6).

Moreover, only 10% of transplanted patients remain euglycemic 5 years post-graft (7,8). The differentiation of ES and IPS cells into beta cells has proven to cure diabetes in mice but ethical and/or technical issues may limit the use of such beta cell-like cells in humans (9,10).

Another innovative approach for diabetes treatment is the regeneration of endogenous, functional beta cells that would allow for sufficient insulin secretion to regulate blood glucose to an optimal level. In rodents, several models have proven that increasing beta-cell mass is feasible. Models of pancreatectomy and pancreatic duct ligation have been studied in mice and rats, and showed an increase in beta-cell mass in the adult rodent pancreas through the formation of new beta cells, a process known as neogenesis (11). More specifically, such neogenesis required the re-expression of a transcription factor involved in the fetal development of the endocrine pancreas, Neurogenin3 (NGN3). In order to characterize the origin of these neo formed beta cells, cell lineage studies following the expression of the transcription factor SOX9 were performed in animal models and found precursor cells originating from pancreatic ducts (12). However, other groups were unable to reproduce these results and there is a current controversy about the origin of the newly formed beta cells (13,14).

In humans, beta cells neogenesis was suggested by the group of Butler that demonstrated an increase in beta-cell mass to respond to a physiological insulin resistance induced by pregnancy through an increase in the number of islets per pancreas, without proliferation of pre-existing beta cells (15). Similarly, the work by Mezza and colleagues showed that non-pathological insulin resistance is associated with pancreatic adaptation by neogenesis in non-diabetic individuals (16). These two studies therefore showed that in response to insulin resistance, the human pancreas was able to adapt by triggering the formation of new beta cells, notably by neogenesis.

Triggering beta-cell neogenesis represents promising therapeutic avenues for beta-cell regeneration to treat insulin deficiency. Yet, it is not known if beta cell neogenesis is a main adaptive mechanism in response to insulin resistance as compared with other pancreatic adaptation mechanisms (i.e. increase in beta-cell function or proliferation). To gain strong insights on beta-cell neogenesis in vivo, the use of animal models of insulin resistance either physiological, genetical or druginduced is required. Several drugs can induce or mimic insulin resistance, such as a long-term treatment with glucocorticoids (GC) (17) or with S961, an insulin receptor antagonist causing hyperinsulinemia and hyperglycemia (18). GC are hormones produced by the adrenals under the control of the hypothalamus-pituitary axis. They are involved in several physiological processes such as the immune response or the glucose homeostasis. In the liver, GC reduce insulin sensitivity and promote gluconeogenesis. In muscles, GC also reduce insulin sensitivity and decrease glucose uptake and utilization. In adipose tissue, GC have pro or anti-lipogenic effects depending on the fat depot and also reduce the uptake and utilization of glucose.

Regarding insulin secretion, in vivo treatments lead to an increase in insulinemia whereas in vitro they inhibit insulin secretion by beta cells (19)(20)(21)(22). Ultimately, excess of endogenous GC production or exogenous GC administration leads to insulin resistance that increases the risk of developing type 2 diabetes. Yet, not all patients with excessive GC exposure develop diabetes, suggesting that adaptive insulin production in response to GC-induced insulin resistance may take place.

Previously, we developed a model of GC-induced insulin resistance using chronic corticosterone (CORT) treatment and characterized beta-cell adaptation in mice (17). We showed a massive increase in beta-cell mass due to an augmented cell proliferation and an increase in islet density, suggesting beta-cell neogenesis.

Accordingly, we observed an increase in NGN3 expression along with other genes involved in beta-cell neogenesis. Interestingly, more islets were connected to or in proximity of ducts, although cell lineage revealed that newly-formed beta cells did not derive from SOX9 nor NGN3 expressing cells. Moreover, beta-cell neogenesis in our model achieved partial regeneration even after beta-cell depletion with streptozotocin (STZ). Finally, we demonstrated that beta-cell neogenesis was not a direct effect of GC, but rather due to the presence of pro-neogenic factors in the serum GC-treated mice.

Our model proved the possibility of a massive increase in beta-cell mass in the pancreas of young adult mice and involving neogenesis. The aim of our present study is to better characterize pancreatic adaptation in response to GC-induced insulin resistance, i.e. its dynamic and its specificity compared to other model of insulin resistance. Indeed, severe insulin resistance can be achieved using the S961 -an insulin receptor antagonistwho was reported to induce pancreatic adaptation by beta-cell proliferation in both rats and mice (23,24). However, beta-cell neogenesis has not been investigated in this model. Apart from pharmacological models of insulin resistance, genetic-lipodystrophies, leading to cardiomyopathy, hepato-steatosis, hypertriglycideremia, hyperinsulinemia, glucose intolerance and severe insulin resistance could be studied (25). Among them, patients with a Berardinelli-Seip syndrome, carrying mutations in the BSCL2 gene -encoding the seipin, a protein required in lipid droplets formation and maintenance within adipocytes -display a near complete loss of adipose tissue causing a severe insulin resistance and ultimately diabetes. In mice, BSCL2 gene deletion leads to nearly complete lipodystrophy associated with severe insulin resistance (25). In addition, adipocyte-specific deletion of BSCL2 gene in mice (Bscl2 lox/lox mice × ERT2-Adipoq-CRE) was developed and leads to progressive lipodystrophy ultimately associated with glucose intolerance and insulin resistance (26). This model allows to specify the phenotype due to lipodystrophy and due to cell autonomous function of Seipin. Interestingly, pancreatic beta cells function has been assessed in constitutive model of BSCL2 deletion but pancreatic cell adaptation remains to be assessed in adipose-specific seipin-deleted mice (27).

To further characterize the relationship between GC-induced insulin resistance and beta-cell adaptation, we then focused on the level of insulin resistance needed to induce neogenesis by treating mice with different doses of GC. Because in Human insulin resistance often appears in elderlies, we also asked whether beta-cell adaptation to GC-treatment could also be observed in old mice and whether similar mechanisms are at play in-between young and aged mice. Indeed, several studies demonstrated a decreased capacity in beta-cell proliferation and islet regeneration with age, although neogenesis itself in aged-mice was not assessed (28).

Finally, although we and other demonstrated a clear increase in pancreatic islets density (notably small islets) by 2D analysis techniques on tissue sections, the existence of adult beta-cell neogenesis remains controversial nowadays. To ascertain its existence, we aimed at developing a protocol for the clearing and three-dimensional analysis of whole endocrine pancreas from control (VEH) and CORT-treated, young and old mice, to precisely quantify and characterize islets throughout the whole pancreas.

In this study, we show in mice that 1) treatments with the insulin receptor antagonist S961 and a genetic model of lipodystrophy induce insulin resistance and led to pancreatic adaptation through beta-cell neogenesis; 2) beta-cell neogenesis persists as a main adaptive mechanism in old mice; 3) there is a threshold of GC treatment and then of insulin resistance necessary to trigger adaptation of beta-cell mass and function; 4) beta-cell neogenesis can be confirmed and precisely quantified by an innovative 3D analysis of cleared adult mice pancreas, demonstrating that regenerative therapies directly targeting beta-cell neogenesis could be envisioned in the near future.

Research Design and Methods

Animals

All procedures involving experimental animals were performed in accordance with the principles and guidelines established by INSERM and were approved by the local animal care and use committee (Charles Darwin ethic committee, Paris, France).

C57BL/6J male mice were obtained from Charles River Laboratories (Saint-Germainsur-l'Arbresle, France) at the age of 8 weeks or 52 weeks. Mice were chow fed ad libitum and housed in 12-h light/dark cycles.

Bscl2 lox/lox mice × ERT2-Adipoq-CRE

Bscl2 lox/lox mice were crossed with ERT2-Adipoq-CRE ( 29) mice to generate Bscl2 lox/lox mice X ERT2-Adipoq-CRE mice as previously described (26). Cre activation was performed by 5 consecutive days of intraperitoneal tamoxifen injection resuspend in sunflower oil:ethanol (9:1) at 8 weeks old, and then one injection every month until 6 months. Insulin tolerance test were performed after 6-hours fasting as previously described (26). All mice (males, n=8 to 11 per group) were euthanized in the random fed state between 8 a.m and 10 a.m. The ethics committee of the French national veterinary agency approved all animal protocols used in this study.

Chemicals

Corticosterone (CORT):

Animals were treated with either CORT dissolved in ethanol (100, 50 or 25 μg/ml, as indicated) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) or vehicle (VEH) (1% ethanol) in drinking water for 3 to 4 weeks.

S961:

ALZET® mini osmotic pumps were implanted subcutaneously in eight-week-old male C57Bl/6 J mice to infuse either S961, an insulin receptor (IR) peptide antagonist (Novo Nordisk) (20 nmol/week), or PBS, as VEH control, at 0.5 μl/h for 1 week as previously described (30).

Insulin Tolerance Tests (ITT)

Insulin tolerance test (ITT) were performed as previously described (31). Briefly, after a 6-h fast, insulin (1 unit/kg of body weight) was injected intraperitoneally. Blood glucose levels were measured before and 15, 30, 60, and 120 min after the injection, using a glucometer (Accu-checkPerforma, Roche). Slope of early insulin sensitivity were calculated as the difference of blood glucose levels 15 minutes after insulin and before insulin injection and divided by time (15 minutes). Slope were expressed as mg/dl/min.

Hormonal Assays

Blood was collected by intracardiac puncture. Serum was collected after 5 min of centrifugation at 2000g at 4°C. Insulin levels were measured using mouse insulin immunoassay (Merck, Millipore) per manufacturer instructions.

Islet Isolation

Mouse islets were isolated after injecting a collagenase solution (1 mg/mL) (Sigma-Aldrich) in the bile duct and handpicked under a binocular microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) as described in (32).

Immunohistochemistry, Immunofluorescence, and Morphometry

Pancreas were fixed in 3.7% formalin solution, embedded in paraffin, and cut into 5μm sections. Morphometrical parameters (β-cell fraction, islet size, and density) were evaluated on four sampled sections per pancreas after immunohistochemistry using a mouse monoclonal anti-insulin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Secondary antibodies coupled to horseradish peroxidase or to alkaline phosphastase were obtained from Jackson ImmunoResearch (Westgrove, PA). Enzyme substrates were DAB+ (Dako).

Morphometrical parameters were determined as previously described ( 17) and are described in detail in the Supplementary Data.

RNA Analysis

Total RNA was isolated (RNeasy Mini Plus Kit; QIAGEN, Hilden, Germany) and reverse transcribed into cDNA using the SuperScript III reverse transcriptase kit per manufacturer's instructions (Invitrogen, Carlsbad, CA). Gene expression was quantified by real-time PCR using SYBR Green Supermix (Eurogentec, Seraing, Belgium) in a QuantStudio 1 (Applied Biosystems). The transcription level of each specific gene product was calculated using the ddCt method and normalized to the reference gene RPL19 expression level. Values are expressed as the fold change of the treated compare to the control condition. Primer sequences are available upon request.

Pancreas clearing and 3D analysis pipeline

The organs were washed, fixed, immunolabeled for insulin (anti-insulin antibody 1/800; Sigma I2018) and cleared. We then carried out acquisitions on a light sheet microscope (UltraMicroscope II Light Sheet microscope, LaVision BioTec) and a 3D reconstruction with the Arivis software follow by analysis using MeshLab software for decimation and MathLab software for quantification. Detailed protocol is provide in Supplemental data (supData1).

Statistical Analysis

All results are presented as mean ± SEM. Comparisons were performed using the Mann-Whitney U, and one-way or two-way ANOVA tests. P < 0.05 was considered significant.

Results

Beta-cell adaptation is observed in response to the insulin resistance induced by either genetic-lipodystrophy or the use of an insulin receptor antagonist

We studied pancreata from mice that were specifically deleted for Seipin in adipose tissues upon Tamoxifen administration (Adipo Seipin KO + Tam) versus wild type control mice also treated with Tamoxifen (WT+Tam). Adipo Seipin KO mice present a mild insulin resistance (Fig1A) associated with decreased slopes of early insulin sensitivity (Fig1B) compared to control. Morphometrical analysis carried on pancreatic sections of Adipo Seipin KO mice (Fig1 C and D) showed an increase in the beta-cell fraction (Fig1E) with no increase in beta-cell mass (Fig1F) or mean islet size, reflecting beta-cell proliferation (Fig1G) but an augmented islet density (Fig1H),

suggesting that beta-cell neogenesis rather than beta-cell proliferation is triggered as a compensatory mechanism to genetically-induced insulin resistance in this model of lipodystrophy.

We then studied the impact of severe insulin resistance using the insulin receptor antagonist S961 administration through osmotic mini-pumps. Insulin resistance was strongly induced in S961-treated mice and was associated with a massive hyperglycemia after only one week of treatment, as previously described (30).

Pancreatic analysis after one week of treatment (Fig1I and J) revealed a doubled betacell fraction in S961-treated mice compared to control, as well as a 50% increase in beta-cell mass (Fig1K and L). Mean islet size remained unchanged (Fig1M) but S961 treatment led to an increase in islet density (Fig1N). Thus, severe insulin resistance with S961 led to beta-cell adaptation solely by stimulating beta-cell neogenesis with no beta-cell proliferation, suggesting that beta-cell neogenesis can be rapidly triggered to produce beta cells and quickly adapt to severe insulin resistance.

A threshold of CORT-treatment defines functional or functional and morphometrical adaptation in young mice

Using our previously characterized model of insulin resistance (17), we evaluated in young mice whether mild insulin resistance induced by lower doses of CORT could also trigger pancreatic adaptation by beta-cell neogenesis in young mice.

While previous results from Courty et al were obtained by treating mice with 100 μg/ml CORT (C100), here we challenged eight-weeks old mice with either 25 (C25), 50 (C50) or 100 (C100) μg/ml of CORT for 4 weeks and compared to VEH-treated mice. After 4 weeks of CORT treatment, ITT showed severe insulin resistance in C100 and C50

whereas intermediate insulin resistance in C25 was observed compared to VEHtreated mice (Fig2 A). Slopes of early insulin sensitivity (Fig2 B) were higher in mice treated with C25 and C50 than in VEH-treated mice and even higher in mice treated with C100, revealing a more severe loss of sensitivity at C100. Accordingly, we measured blood insulin levels in fed mice and observed in C25, C50 and C100 mice respectively a 6-; 17-and 15-fold increase in fasting blood insulin levels compare to VEH-treated mice (Fig2 C).

Morphometric analysis revealed an increase in beta-cell fraction and mass in C50 and C100-treated mice but not in C25-treated mice (Fig2H and I). Similar to C100, increase of beta-cell mass in C50-treated mice was achieved through an increase in mean islet size and islet density, suggesting both proliferation and neogenesis (Fig2 J-K). Accordingly, Mki67 mRNA levels, a proliferation marker, were specifically increased in C50 and C100 conditions (Fig2 L). We also noticed a significant increase in the mRNA levels of several genes crucial for the function (INS1, INS2, ABCC8, GCK, KCNJ11) (Fig2M) and maturation/identity maintenance (PDX1, NGN3, RFX6, ISL1, NKX2-2/6-1) (Fig2N) of beta cells in C100 mice. Notably, despite the lack of statistical significance, we observed a tendency towards the increased expression of the same function and maturation/identity maintenance genes in C25 and C50 conditions (Fig2M and N), along with a decreased mRNA levels of GCG and ARX (Fig2 M and N), respectively important for function and identity of alpha cells.

Taken together, these results demonstrate that mild insulin resistance induced by CORT 25 treatment could lead to beta-cell adaptation solely via a functional increase in insulin secretion with no change in the beta-cell mass, while more severe insulin resistance (CORT 50-100) induces both functional and beta-cell mass increase through proliferation and neogenesis.

Pancreatic adaptation is maintained in older mice and induced by mild IR

Treatments, such as GLP-1 agonists, known to increase beta-cell proliferation in young mice, failed to induce the same adaptation in mice older than 8 months (17).

Thus, we sought to determine whether beta-cell adaptation capabilities in response to moderate and severe CORT-induced insulin resistance could still be observed in 12month-old mice. Middle-aged mice are less tolerant to long-term CORT treatment than younger mice (data not shown). To prevent excessive deaths, we only performed a 3weeks CORT-treatment.

Compared to young mice, one-year-old mice present the exact same profile of ITT in response to increasing doses of CORT than the young mice, with mild insulin resistance induced at C25 and severe insulin resistance at C50 and C100 compared to VEH treated mice (Fig3A). Again, slopes of early insulin sensitivity revealed a similar insulin resistance between C25 and C50 that was worsened in C100-treated mice (Fig3 B). Compared to VEH-treated mice, blood insulin levels in fed mice were increased by 1.8-, 7.3-and 25.9-fold in C25, C50 and C100 treated aged-mice respectively, demonstrating a maintenance of beta-cell functional adaptation in response to insulin resistance induced by CORT treatment in aged mice. Of note, compared to young mice where CORT C25 only triggered a functional adaptation of beta cells, C25 treatment in older mice resulted in an increase in beta-cell fraction and mass (Fig3D-G). Morphometric analysis (Fig3 D-G) in aged-mice also revealed that the increase in beta-cell fraction and mass was similarly observed at C25, C50 and C100 compared to control (Fig3 H-I). Interestingly, in C25 treated aged mice, the increase in beta-cell mass correlated with a higher mean islet size without any change in islet density, suggesting adaptation by proliferation only, while in C50-and C100treated mice, a significant increase in islet density was observed, suggesting beta-cell neogenesis. This suggest that in extreme conditions of insulin resistance, beta-cell neogenesis associates with proliferation to allow adaptation in aged mice. Accordingly, we observed an increased expression of the proliferation marker Mki67 in C100 mice (Fig3L). However, no significant change of beta-cell function or maturation/identity maintenance genes expression was observed in aged CORT-treated mice (Fig3M and N), except for a significant decreased expression of GLP1R in C50 and C100-treated mice compared to VEH-treated mice. Interestingly, we observed a decrease in mRNA levels of GCG and ARX in C50-and C100-treated mice (Fig3 M-N), similarly to young mice, suggesting a repression of alpha-cell function.

Overall, these results show that in response to severe insulin resistance induced by CORT the adaptation of beta-cell mass and function through proliferation and neogenesis is maintained in older mice.

Detailed 3D analysis validates pancreatic adaptation through increased beta-cell mass, islet size and density in young mice in response to CORT-induced insulin resistance

To study neogenesis in the pancreas, morphometrical techniques used until today mainly involved 2D analysis of pancreatic sections (17) or 3D analysis restricted to specific areas of the pancreas (24,33). As a result, several biases as the cutting plan or sampling of histological slide/3D area preclude a precise counting of pancreatic islets that is necessary to fully characterize beta-cell neogenesis, as it translates in increased numbers of isolated islets, notably small beta-cell clusters. A short summary of the protocol is provided in figure 4. Briefly, whole pancreas were fixed in situ by intracardiac 4% paraformaldehyde fixation, incubated with primary antibodies directed against insulin, secondary antibodies directed against the species of the primary antibody. Then, pancreases were dehydrated, delipidated and cleared with organic solvants. Finally, Z-stacks acquisition of whole pancreas were performed on a light-sheet microscope at 2.8 magnificent with a z-step of 1 or 10µm for insulin staining or volume acquisition respectively. A complete protocol for the procedure is provided as supplementary material (supData1).

First, visualization of Z-stacks obtained after whole pancreas acquisition of both C50-and VEH-treated animals confirmed a specific and homogenous staining of insulin-positive cells, regrouped in well-defined circular objects, classified as pancreatic islets (Fig5 A-B). Following objects/islets segmentations (supData1), threedimensional reconstructions of whole pancreas show a regular distribution of islets throughout the pancreas, validating our pipeline for image segmentation (Fig5C and D).

In agreement with our previous findings (17), whole pancreatic volume was identical in VEH and C50 mice (Fig5 E) and whole insulin volume, obtained by summing the individual volume of each segmented islet, was 4.6 time higher in C50 mice compared to VEH (Fig5F). Similarly, we estimated the insulin fraction by calculating the ratio of insulin/tissue volumes and observed a 5.4 fold increase for the insulin fraction in C50 mice compared to VEH (Fig5 G). To achieve a more precise characterization of the pancreatic adaptation we then focused on islets individually.

Islet counting showed a mean number of 8956. supMovie2A-B). Although it did not reach statistical significance, we could also observe a trend towards an increase in the number of islets of every other classes, with a factor of 1.7 fold increase (Fig5 K).

Taken together, these results unequivocally show increased beta-cell mass and fraction up to a 5-fold in CORT-treated mice. They also demonstrate the implication of proliferation in pancreatic adaptation to insulin resistance, with a doubled mean islet volume. Importantly, our results offer a solid confirmation of the presence of beta-cell neogenesis in our young adult mouse model of severe insulin resistance, with a doubled islet density and a clear and specific raise in small islets number. Using a whole-organ analysis approach, we demonstrate without spatial or structural biases the equal involvement of both proliferation and beta-cell neogenesis in an adaptive process in young adult mice.

neogenesis, and beta-cell proliferation are both essential mechanisms to pancreatic adaptation in adult young mice.

However, the origin of the neo-formed beta cells remains unknown. Several studies in fact proposed a ductal origin of endocrine precursors and highlighted the importance of master transcription factors such as HNF1B and NGN3 in adult beta-cell neogenesis. (39,40). A recent lineage tracing study mixed with single cell RNAseq and microscopic 3D imaging showed the implication of the endocrine master transcription factor NGN3 in beta-cell homeostasis in adult and suggested that ductal NGN3 was involved in a mouse model of type 1 diabetes (33). To gain further insight into the role of duct in beta-cell neogenesis, we propose that whole pancreas 3D analysis of both ducts and islets could allow the study of critical parameters such as ductal network density, ducts-to-islets distance measurement and the dynamic evolution of duct and islets networks in response to proneogenic stimuli. In fine, our experimental settings allowed us to take a snapshot of the 3D structure of pancreatic islets and ducts, suggesting a close proximity in-between islets and ducts (data not shown), however further evidences and analysis are needed to demonstrate the ductal origin of neo-formed islets.

Lipodystrophic model of insulin resistance (Bscl2 lox/lox mice × ERT2-Adipoq-CRE) display pancreatic adaptation preferentially by neogenesis despite mild insulin resistance but again proposing that insulin resistance could be the driving event for beta-cell adaptation through beta-cell neogenesis. Interestingly, mice that were heterogously deleted for the insulin receptor and IRS-1 displayed severe insulin resistance associated with an increase in beta-cell mass. However, islets counting was not performed on this model even though the presented data suggested that beta-cell neogenesis was indeed present (41). Nevertheless, a murine model presenting a monogenic form of mild insulin resistance through global IRS1 knockout showed what authors called a spotty insulin staining observed throughout the exocrine pancreas as well as an increased proportion of small islets compared to WT mice strongly suggesting beta-cell neogenesis (42). Thus, beta-cell neogenesis could be observed in several other forms of genetically-induced insulin resistance. Moreover, while pharmacological insulin resistance with the insulin receptor antagonist S961 has been shown to be associated with increased beta-cell proliferation without evidence of betacell neogenesis (24,43), here we demonstrated that the severe insulin resistance induced by a short-term S961 treatment stimulates a rapid and exclusive adaptation through islets neogenesis. The unaltered mean islet size of S961-treated mice, a classical landmark of beta-cell proliferation, suggests that the first mechanism implemented to quickly meet the body's insulin needs is the formation of new beta cells and not the proliferation of preexisting cells. Thus, the severity of S961-induced insulin resistance may explain this dichotomy in pancreatic adaptation mechanisms.

To further assess the link between the degree of insulin resistance and level of pancreatic adaptation, we treated young and older mice with different doses of CORT to achieve gradual levels of insulin resistance. We demonstrated that in young mice mild CORT-induced insulin resistance leads to beta-cell adaptation solely by increasing secretory capacity without stimulating mass adaptation. More severe insulin resistance however did trigger both function and mass adaptation via proliferation and neogenesis. Similarly to human, middle-to old-aged mice naturally develop insulin resistance and can compensate for the increase in glycemia by a higher insulin secretion, suggesting a pancreatic adaptation most unlikely resulting from an increase in pre-existing beta-cell proliferation since proliferation rate of beta cells remains low at adult stage in Human and mice (0,1 -0,3% a day) (44)(45)(46). Interestingly, in our study, older mice exposed to CORT treatment become insulin resistant and are still able to recruit beta-cell function and mass in order to increase insulin production. Contrary to young mince, beta-cell adaptation even seems potentialized at the lowest dose of CORT, C25 as it was sufficient to trigger a beta-cell mass increase. This suggests that beta-cell functional adaptation, while preserved, is no longer sufficient to compensate insulin resistance induced by age and C25 treatment and requires beta-cell mass augmentation. Finally, if beta-cell proliferation is present in all groups of aged CORTtreated mice, it reaches a plateau at C25 dose and beta-cell neogenesis is then stimulated at C50 and C100 doses. Other protocols to induce insulin resistance such as a 1 week to 12 months high fat diet are known to increase beta-cell mass by proliferation only (47,48) and did not require explicit insulin resistance to start the pancreatic adaptive program. In contrast, short term daily injections with GC at various doses (dexamethasone) led to gradual insulin resistance and an increase in basal insulin secretion partly explained by beta-cell mass expanse through proliferation. But then again, beta-cell neogenesis was not fully investigated in these models (49)(50)(51).

Taken together, our results offer a broad view of beta-cell neogenesis as an adaptive mechanism in several situations of insulin resistance, either genetic or druginduced. Our study demonstrates that the level of pancreatic adaptation depends on both duration and severity of the insulin resistance. We defined that age is not a barrier to pancreatic adaptation and that beta-cell mass increase via neogenesis compensates for an age-related decline in beta-cell function to ensure sufficient insulin production. The use of an innovative, whole organ 3D analysis allowed us to show a massive increase in beta-cell mass through neogenesis and could be further used as a tool to monitor the efficacy of therapeutic strategies aiming at increasing beta-cell mass. In fact, inducing islet neogenesis would be a more valuable therapeutic alternative than beta-cell proliferation that is known to be low and difficult to stimulate both in adult/aged Human. Moreover, it would also be a better choice to treat type 1 diabetes because the nearly total absence of beta cells in the pancreas of T1D patients precludes from developing regenerative strategies relying on pre-existing beta cells only. Being able to stimulate beta-cells precursors differentiation in adult has been demonstrated in our previous and present study but translating this result into therapy remains a challenge. As previously described ( 17 Pancreatic islets were segmented automatically using an analysis pipeline in Arivis Vision 4D (v3.1.1,Arivis AG,Rostock,Germany). Briefly: The islet channel in the 3D image was first filtered using a 2D median of radius of 3 pixels. Then two different steps of segmentation were performed. First islets were segmented on the median-filtered image using a threshold on intensity. The value of this threshold was adapted for each image, depending on the preservation of the markers, and range from 180 to 1800. Spurious objects were filtered out by rejecting objects with a 3D sphericity (without holes) below 0.3, and objects smaller than 100 voxels. The resulting 3D binary mask was then smoothed using the plane-wise 'Closing' morphological filter with a radius of 3 pixels. Because this filtering discarded big islets that had a complex shape and hence, a low sphericity, we used an additional segmentation to rescue them. A second identical step of segmentation was performed, on the same filtered image, but with thresholds on intensity about 50% larger than in the first step and a threshold on sphericity of 0.1. The two binary 3D masks were then exported as meshes, and post-processed in MeshLab (52) (v2022.2).

In MeshLab, the islets meshes were decimated using the Quadratic Edge

Collapse Decimation method, reducing the number of vertices from 40M to about 5M per image.

The two meshes from the two segmentation steps were then combined using MATLAB (R2021a, The Matworks, Natick, USA) to produce a single mesh file where each islet is represented by one closed mesh. These individual meshes were then used to yield estimate of the volume, intensity etc.

The pancreas volume was segmented from the autofluorescence signal, on an image with larger pixel size, using again Arivis Vision4D. The image was first filtered with a 2D median of radius 3 pixels, then segmented with a threshold on intensity above 200. The resulting 3D binary mask was filtered with the 'Closing' morphological plane-wise operation with a radius 5 pixels.

Islets classification was determine based on our previous method ( 17 Reconstructions presented as Figure 5 C-D and films in Supplemental data (supMovie1-2) were performed on Blender software using meshes post-process as described above.

Introduction

Type I and type II diabetes originate from either pancreatic beta-cell loss of mass and/or dysfunction. Both lead to chronic hyperglycemia resulting from the total or partial loss of insulin-secreting beta-cells. Chronically, hyperglycemia is highly detrimental and participate in the development of many comorbidities (1). Nowadays, it is estimated that more than 537 million individuals are diabetic world-wide with about 2/3 yet to be diagnosed (10th edition. Brussels: International Diabetes Federation; 2021.IDF Diabetes Atlas.). One of the potential therapeutic strategy to cure diabetes or compensate hyperglycemia relies on the regeneration of functional new beta cells. This can be achieved by either an increase in the proliferation of pre-existing beta cells or their emergence from precursor cells, called neogenesis. Interestingly, evidences of beta-cell neogenesis can be found in humans in the context of physiological insulinresistance (2,3). At the opposite, no evidence of beta-cell proliferation was found in adults (4,5), suggesting that inducing beta-cell neogenesis could be a relevant therapeutic approach to compensate for hyperglycemia in Human.

To better understand the connection between insulin resistance and beta-cell neogenesis, our team developed an in vivo model of corticosterone (CORT)-induced insulin resistance in adult mice (6). We were able to observe that long-term treatment with CORT was responsible for a massive increase in beta-cell mass (X7 after 8 weeks of treatment) through increase number of islets, associated with insulin hypersecretion, hence characterizing beta-cell neogenesis in response to CORT in vivo (6). Moreover, serum from CORT-treated mice -but not CORT itself -induced beta-cell lineage commitment in a developmental pancreatic bud model. This compelling result revealed the existence of a communication in-between insulin-sensitive tissues and pancreas to finely tune pancreatic adaptation and respond to increasing insulin-demand ( 6). This also suggests that factors involved in this communication could be relevant targets for translational studies aiming to cure diabetes. However, the origin and nature of the pro-neogenic signal remains to be elucidated. Different peptides are known to improve insulin secretion and beta-cell function such as the incretins GLP-1 and GIP, originating from the intestine (7). In addition, different factors including glucose itself, growth factors (PDGF) and hormones including GLP-1 and insulin have been shown

to promote beta-cell proliferation (8). In addition, circulating factors of different origins such as the bone-derived osteocalcin, liver-derived betatrophin and SERPINB1, WISP1 adipokine and adipose-and muscle-derived WNT3a and WNT4 are promoting beta-cell proliferation in model organisms (9)(10)(11)(12). Excitingly, no circulating factor is actually known to induce beta-cell neogenesis in adults.

Mounting evidence points to a paramount role of skeletal muscles in CORTinduced pancreatic beta-cell neogenesis. First, skeletal muscle is the largest organ playing a role in glucose utilization in lean individuals. Second, skeletal muscle is highly impacted by chronic glucocorticoids treatment, the latter inducing a major protein catabolism in skeletal muscle cells (13,14). Interestingly, other compelling examples of muscle-insulin resistance induce pancreatic adaptation, highlighting the essential role of skeletal muscle in metabolic regulations (15). Moreover, numbers of myokines including cytokines and chemokines, exosomes and metabolites have been found to impact glucose-stimulated insulin secretion or survival of beta cells (12,16).

Here, our aim was to identify proteins secreted by the muscle, in response to glucocorticoids-induced insulin resistance and to test their ability to induce beta-cell neogenesis.

RESULTS

Insulin resistant myotubes secrete beta-cell neogenesis inducing factors

We generated preliminary data regulated but also that the expression was sustainable over time upon CORTtreatment (up to 72h). Among the 8 candidates, Areg, EREG, BMP6 (Fig3A-C) and MSTN (data not shown) follow this pattern of expression and therefore were selected for further analysis (Fig3).

The four selected myokines present pro-neogenic features at the transcriptomic and proteomic level depending of the doses

Moving forward, we then tested BMP6, MSTN, AREG and EREG, direct effects on mouse pancreatic buds E11. 5 (Fig 4). Pancreatic buds were treated for 7 days in the presence of various concentrations of recombinant proteins. Importantly, we could observe, with various degrees, a positive impact of the 4 myokines on pancreatic proendocrine cell commitment, justifying the relevance of our in vitro approach. As such, BMP6 at 20 ng/mL, MSTN at 100 ng/mL, AREG at 500 ng/mL and EREG at 100 ng/mL, were sufficient to strongly and significantly induce the expression of master genes of endocrine and beta-cell commitment such as NGN3, NeuroD, INSM1 and SNAIL.

In addition, BMP6 and MSTN were also inducing the alpha-cell marker glucagon, that is also up-regulated in response to the serum of CORT-treated mice. In comparison, we could not observe any positive effect of the myokines on exocrine cells markers. Interestingly, AREG induced the proliferation marker Ki67 both at the mRNA and protein levels, further confirmed by the increased protein expression of PCNA (Fig5C). Finally, the positive impact of BMP6, AREG and EREG on beta-cell differentiation was also confirmed at the protein level with the overexpression of PDX1, a major beta-cell marker (Fig5A-D). 

Myokine candidates increase and accelerate endocrine differentiation of embryonic precursors ex vivo

Overall, our preliminary data allowed us to validate our experimental pipeline and identify 4 relevant myokine candidates and ideal doses inducing pro-endocrinecell differentiation in our pancreatic bud model, a prerequisite to a more advanced study characterizing the impact of BMP6, MSTN, AREG, EREG on pancreatic adaptation in vivo.

As the expression of the master genes regulator of pro-endocrine commitment is transitory during pancreatic bud development, we decided to take a further step at confirming our results by establishing kinetics of genes expression at day 3 and 7 postrecombinant proteins treatment. Indeed, pro-endocrine cells commitment occurs early within 3 days of culture, while terminally differentiated cells are more evident from 7 days of culture in the control medium (CT). In addition, based on our previous experiment we determined the preferred recombinant proteins concentrations to be used: BMP6 20ng/mL, MSTN 100ng/mL, AREG 500ng/mL, EREG 100ng/mL.

Importantly, we were able to confirm MSTN, AREG and EREG impact on the proendocrine and beta-cells commitment at day-7, notably by increase Ngn3, NeuroD and Insm1 expression (Fig6A-C). Furthermore, MSTN treatment demonstrated to induce an early and strong differentiation towards endocrine cell lineages starting at day 3, as demonstrated by the early-on expression of insulin and glucagon from day-3 specific to respectively mature beta and alpha cells (Fig6E-F). Interestingly, at day 3 BMP6, AREG and EREG treated pancreatic buds demonstrated a slight delay in cellular differentiation toward endocrine cellular lineages (Fig6E-F). However, this delay was completely compensated at day 7 post-treatment where pro-endocrine and beta-cell markers are elevated in pancreatic buds treated with AREG and EREG and equivalent for BMP6 compared to CT-treated buds.

To go further we performed immuno-histochemistry experiments on pancreatic buds treated for 7 days with recombinant proteins. We labeled and quantified insulin and glucagon in situ and could observe increased percentages of insulin containing beta cells and glucagon-containing alpha cells in pancreatic buds treated with MSTN and EREG (Fig7A,B and D). As such, pancreatic buds treated with MSTN 100ng/mL for 7 days have an almost 6X increase in insulin + cells, while EREG treated buds present a 2X increase in insulin positive cells (Fig7B-C). Same pattern was observed for glucagon+ cells (Fig7D-E) However, we were not able to reproduce at the protein level our preliminary gene expression results obtained with BMP6 20ng/mL treatment (Fig4). We are raising the hypothesis that high BMP6 concentrations might have inhibitory effects on pancreas development and that concentrations lower than 20ng/mL should be used to resume pro-endocrine commitment. Interestingly, the quantification of insulin and glucagon protein staining validated the effect we could

Discussion

In the present study, we identified the secretion by muscle cells rendered insulin resistant by CORT treatment of myokines that possess the ability to regulate pancreas endocrine differentiation in vitro. MSTN induce an early and strong differentiation of embryonic precursor cells toward endocrine lineage observed both at the transcriptomic and protein levels resulting in alpha-and beta-cell mass ~ 6 time higher compared to control. In the same manner, AREG and EREG both greatly stimulate expression of the master genes regulator of pro-endocrine commitment Ngn3 and its targets NeuroD and Insm1. However, only EREG induce terminal endocrine genes expression of insulin and glucagon confirmed at the protein level by a double alphaand beta-cell mass while AREG favor endocrine lineage entry but not terminal differentiation. Concerning BMP6, concentration used for treatment might have an inhibitory effect and lower doses should be test to re-assess its potential to regulate pancreas development.

Previous study (6) following by high reduction of expression between E11 and E12 and final strong reexpression at E12 (17) to become undetectable after birth. In control buds, we observe a decrease in Ngn3 expression associated with increased expression of its target Insm1 as well as insulin and glucagon at day 7. However, we show a strong increase of Ngn3 expression at day 7 concomitant with increase expression of its direct target, NeuroD, in response to MSTN, AREG and EREG treatment. Similarly, Insm1 gene expression controls differentiation of beta cells and is initiated early during development in a Ngn3-dependant manner. Insm1 and NeuroD expression, but not Ngn3, is maintained in mature beta cells and required for mature beta-cell function and correct glucose-stimulated insulin secretion (18). Here, we show an impressive increase in Insm1 expression in response to MSTN, AREG and EREG treatment at day 7, suggesting enhanced beta-cell differentiation from precursors associated with an increased insulin expression at day 7, notably early and higher in MSTN-treated buds. Insulin and glucagon staining of pancreatic buds at day 7 validate terminal differentiation into beta and alpha cells and reveal that the early and massive conversion of precursors into endocrine cells under MSTN-treatment is associated with depletion of exocrine cell lineages, resulting in smaller buds (19). Taken together, these results demonstrate a powerful pro-neogenic effect of MSTN, AREG and EREG.

In contrast to our first results (Fig4), BMP6 does not seem to impact endocrine differentiation. However, to our knowledge, this is the first demonstration of proneogenic features of several myokines upon beta cells. Several studies focusing on myokines have demonstrated an impact on proliferation or survival of beta cells (12,16) but none described BMP6, MSTN, AREG or EREG as one of them.

BMP6 is a member of the bone morphogenetics proteins (BMP) belonging to transforming gowth factor-β superfamily (TGF-β). BMPs were first characterize for their ability to induce ectopic bone formation and have subsequently been involved in development or homeostasis of other tissues, notably pancreas ( 20 23). In addition, BMP7 restores glucose uptake in cells with attenuated insulin signaling in a mouse model of T2D and is already in clinical use for osteoarthritis treatment, demonstrating that such factors could be used as a regenerative or insulin sensitizer alternative therapeutic. (24). In the case of BMP6, it was proposed as a new potent insulin sensitizer in adipocytes via induce upregulation of PPARγ and GLUT4. (25). Meanwhile, only a few studies focus on BMP6 in pancreatic related conditions. Expression of BMP6 under the control of Pdx1 promoter leads to pancreas agenesis, reduces the size of the stomach and spleen and induces the fusion of liver and duodenum, demonstrating its involvement in endocrine development. (26). More recently, treatment of ob/ob mice with BMP6 shows reduced plasma glucose and improved glucose excursion during oral glucose test tolerance associated with elevation of serum insulin levels in a dose-dependent manner (effective between 10-60µg/kg of injected BMP6). BMP6 has a delayed effect in lowering plasma glucose (several hours to several days), acting like an insulin sensitizer in ob/ob and leptin deficient mice, and also reduce hepatic gluconeogenesis via downregulation of PEPCK expression. Moreover, authors described the binding of BMP6 on the BMP receptors Alk3 and Alk6 (BMPR1A and B) that stimulates Smad signaling and mediate their role as transcriptomic regulators, the major target pathway for BMPs, as the main mechanism allowing beta-cell and hepatocyte response to this factor. However, once again, direct effects of BMP6 upon beta-cell function or mass was not further deciphered (27). Interestingly, a pilot study as shown that rat islets overexpressing Pdx1 under the control of an insulin promoter stimulate alpha-cell proliferation. RNA-seq analysis reveals that BMP6 is one of the most highly upregulated genes in beta-cell transcripts in this model. Moreover, treatment of human islets with BMP6 stimulated alpha but not beta-cell proliferation in vitro and this effect could be reversed upon BMP6 blockage. However, in vivo experiment using recombinant BMP6 was not performed at the moment and an eventual pro-neogenic effect of BMP6 on endocrine precursor cells remain to be evaluated. ( 28 or genetical model of obese mice, (32,35,36). At the molecular level, muscle-specific inhibition of myostatin increases GLUT1 and GLUT4 protein levels in rat muscle, a mechanism that could explain how myostatin inhibition improve glucose tolerance. (37). As well, myostatin inhibition increases skeletal muscle insulin-stimulated glucose uptake in high-fat diet-induced insulin resistant mice. ( 37) Moreover, myostatin is found at higher levels in a mouse model of T1D (STZ) (38) and in serum of patients with T1D or T2D. (39)(40)(41) Overall, myostatin is described as a deleterious myokine that impairs glucose uptake and muscle growth, enhances adiposity and favors insulin resistance.

Thus, it has been considered as a therapeutic target for muscle regeneration, notably in T1D. (42,43) We previously described (Liboz et al, submitted) that insulin resistance, whether genetically or pharmacologically induced, is the signal driving pancreatic adaptation, notably by neogenesis, in our models. Interestingly, in our model of glucocorticoid-induced insulin resistance in muscle cells, we identified myostatin as a secreted myokine and showed that myostatin induces a strong and accelerate differentiation of endocrine precursors, with beta-cell fraction increase up to a factor 6 in pancreatic buds at day 7, as well as a massive expression of Ngn3, NeuroD, Insm1, insulin and glucagon at day 7. Thus, understanding the mechanisms underlying this pro-endocrine differentiation in our pancreatic bud model could lead to new therapeutic molecules/targets for diabetes with an impact restricted to pancreatic endocrine precursors allowing beta-cell regeneration.

Amphiregulin (AREG) and epiregulin (EREG) both belong to epidermal growth factor (EGF) family and bind to epidermal growth factor receptors (EGFRs). AREG gene expression and release is induced by numerous stimuli like inflammatory lipids, cytokines, hormones or other growth factors. AREG is involved in cell survival, proliferation and motility and play an important role in the development and maturation of bone or mammary gland (44). Numerous studies have highlighted the role of AREG in tumorigenesis with a limitless replicative potential, angiogenesis and resistance to apoptosis. ( 45) Interestingly, EGFR pathway but not AREG is a well-known component of pancreatic cancer, and AREG remain poorly or not described in pancreas either under physiological or pathological conditions. (46,47). AREG and EREG bind to ErB1 and ErB4 (HER4) and can stimulate signaling of ErbB2 (HER2/Neu) and ErbB3 (HER3) through ligand induced heterodimerization with other receptors. Like AREG, EREG is involved in angiogenesis and cell proliferation and is known to contribute to several oncogenic process in many carcinoma types (bladder, stomach, breast, lung, etc.) (48). Interestingly, one study observed that AREG and EREG expression is induced by insulin in a PI3K dependent manner in bladder cancer cells, and that EREG presents an insulin response element on its promoter. ( 49 To further validate and characterize the impact of our myokine candidates on beta-cell differentiation, synergistic effects of combinations could be tested on pancreatic buds to finely tune the ideal cocktail of myokines able to potentiate both proliferation of precursors and massive endocrine differentiation on a long-time course, thus defining optimal condition for in vivo experiments. In this perspective, control or diabetic mice could be treated with myokines alone or in combinations. Moreover, in our CORT-treated model from which we identified these myokine candidates, we observed increased insulin secretion demonstrating beta-cell activity improvement.

Therefore, further impact of this myokines on beta-cell function must be defined using primary Human and mouse islets. Basal and glucose-induced insulin secretion will be evaluated in response to myokine alone or in combination as well as gene expression

of key genes for secretion/synthesis of insulin or glucose sensing. Finally, if myokines treatment in vivo leads to pancreatic adaptation by beta-cell neogenesis or increased beta-cell function, beta-cell population will be characterized by single-cell RNA sequencing of endocrine cells after islet isolation. This will allow to define expression programs associated with newly formed or highly active beta cells. 

Pancreatic bud culture and analysis:

Mouse pancreatic buds at embryonic day 11.5 were dissected and cultured as previously described ( 6) in the presence of either i) 50% conditioned medium from VEH(ethanol)-or CORT-100nM treated C2C12 myotubes for 7 days followed by 7 days of culture in presence of control medium or ii) BMP6 (at 20, 100 or 500ng/mL), MSTN (at 20 or 100ng/mL), AREG (at 50, 100 or 500ng/mL), EREG (at 20 or 100ng/mL) single recombinant proteins for 3 or 7 days. At the end of the culture period, buds were fixed in3.7% formaldehyde, included in paraffine and sectioned for immunofluorescence labelling or collected in PBS for RNA extraction.

Immunofluorescence for insulin (Dako), glucagon as well as DAPI staining were performed on all sections that were then analyzed as previously described ( 6)

RNA extraction:

C2C12 cells and pancreatic buds were lysed in RLT buffer supplemented with betamercaptoethanol (1/100) according to the manufacturer instruction (Quiagen RNAeasy Mini and RNAeasy Micro kits QIAGEN, Hilden, Germany). Purified RNA was resuspended in nuclease free water and stored at -80C until further analysis. According to manufacturer's instruction, RNeasy columns flow-through containing proteins was precipitated with acetone and resuspended in laemli buffer for Westerblot analysis.

RNAseq data analysis:

C2C12 mRNA quality was assessed using the Agilent RNA 6000 Nano Kit (Bioanalyzer). Samples with a RIN>9 were qualified and 3 biological replicates per condition (VEH or CORT-treated C2C12 cells) were sent for RNAseq library preparation and sequencing (Novogene). The RNAseq libraries were prepared using at the gene level-the DESeq package). Gene clustering analysis was performed using cluster3 and tree-view softwares. Gene ontology and pathways enrichment analysis were performed using DAVID and STRING databases (51).

qRT-PCR:

Total RNA was reverse transcribed into cDNA with SuperScript transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA). Gene expression was quantified by real-time PCR using SYBR Green Supermix (Eurogentec, Seraing, Belgium) in a QuantStudio 1 Real-Time PCR machine (Thermofisher). The value obtained for each specific gene product was normalized for 18S rRNA and expressed as the fold change of the value in the control condition. Primer sequences are available upon request.

Statistical Analysis:

Unless specified, all results are presented as mean ± SEM. Comparisons were performed using the Mann-Whitney U and one-way or two-way ANOVA tests. P < 0.05 was considered significant.

Les travaux menés au cours de ce projet de recherche ont mis en évidence l'importance de la néogenèse dans la réponse adaptative du pancréas à l'insulinorésistance et l'implication de plusieurs myokines dans l'induction de ce processus. pancréatique décrivent principalement une prolifération accrue des cellules bêta comme le mécanisme permettant de restaurer une partie de la masse bêta (429,430,442). Toutefois, la prolifération des cellules bêta est difficilement mobilisable et limitée chez l'humain adulte à l'inverse des modèles murins (257,289,368,557), et décroit dès la naissance pour être presque nulle à l'âge adulte chez l'humain comme dans les modèles murins, suggérant la présence de mécanismes répressifs forts et un faible potentiel naturel des cellules bêta à la prolifération (370). La prolifération nécessite la présence de cellules bêta préexistantes et, de ce fait, ne peut pas être envisagée comme processus régénératif chez des patients atteints de DT1. De la même manière, si des études montrent dans des modèles murins un potentiel à la transdifférenciation en cellules bêta d'autres cellules endocrines (alpha, etc.) ou de cellules exocrines, la plupart résulte de manipulations génétiques non applicables à l'humain (447,448,451,452,491,558). En revanche, la néogenèse de cellules bêta représente une alternative légitime pour le traitement des déficits en cellules bêta observés dans le DT1 et le DT2. En effet, ce mécanisme a été mis en évidence chez l'humain adulte dans un contexte d'insulinorésistance (125, 556). De plus, les travaux menés au cours de ce projet de recherche mettent en évidence que, bien que réduite par rapport à la souris jeune adulte, l'adaptation pancréatique par néogenèse est préservée chez la souris âgée. En effet, nous avons confirmé une augmentation de la masse de cellules bêta par néogenèse et prolifération en réponse à l'insulinorésistance cortico-induite chez la souris âgée de plus de 1an par une analyse en 2D mais également en 3D. Cependant, pour des raisons relatives au nombre de souris disponibles pour réaliser les analyses en 3D, les résultats n'atteignent pas la significativité (Figure 12). On constate néanmoins une tendance à l'augmentation du nombre total d'îlots chez les souris traitées à la CORT par rapport aux contrôles (Figure 12 A-D, H, J) ainsi qu'une tendance à l'augmentation de la taille moyenne des îlots, reflet de la prolifération des cellules bêta (Figure 2 I). De façon importante, l'étude de la répartition des îlots en classe selon leur taille montre une augmentation significative des îlots de grande taille, reflet de la prolifération des cellules bêta, mais aussi des îlots de petite et très petite taille, reflet de la néogenèse des cellules bêta (Figure 12 K). Ainsi, la néogenèse apparait comme un mécanisme d'adaptation de la masse de cellules bêta viable chez la souris jeune et âgée. Ces résultats restent à confirmer sur une plus grande cohorte de souris âgées. Enfin, les modèles murins de DT2 (ob/ob ; db/db ; HFD-HF) présentent une augmentation de la masse de cellules bêta par prolifération associée à une hyperinsulinémie.

L'administration de myokines néogéniques dans ces modèles pourrait mettre en évidence un effet additif de la néogenèse sur l'adaptation de masse des cellules bêta et sur la normalisation L'ensemble des résultats obtenus au cours de cette étude offre une nouvelle perspective thérapeutique pour les déficits en cellules bêta observés dans les DT1 et DT2 via la restauration endogène par néogenèse de cellules bêta fonctionnelles.

Type 1 and type 2 diabetes are characterized by a total or partial loss of beta-cell mass and associated with numerous comorbidities. The regeneration of endogenous beta cells in adults appears today as a curative therapeutic alternative to symptomatic treatments of these pathologies. Such restoration of the beta cell population has been observed in various mouse models by proliferation, transdifferentiation or neogenesis. However, beta-cell proliferation is limited in adults and transdifferentiation of other endocrine cells into beta cells usually results from genetic manipulations. Beta-cell neogenesis, i.e. the differentiation of precursors into functional beta cells, therefore appears to be a more legitimate solution for the treatment of beta-cell deficiencies observed in diabetes. However, the existence of this mechanism in adults is controversial, although recent studies suggest its presence in humans in the context of insulin resistance. Glucocorticoids, and more particularly chronic hypercorticism, are responsible for the development of a rapid and severe insulin resistance. The use of a mouse model of hypercorticism by chronic administration of corticosterone (CORT) has already allowed our team to demonstrate an adaptation of beta-cell mass in response to induced insulin resistance, notably via an increase in the number of pancreatic islets reflecting betacell neogenesis. However, this study was restricted to the analysis of young adult mice subjected to the same dose of CORT. Therefore, age or CORT concentration related variations on pancreatic adaptation were not evaluated. Moreover, the morphometric analyses performed in this work are based on the study of sampled sections of pancreas and this classical two-dimensional analysis technique presents many biases. Finally, this previous study shows the presence of factors in the serum of insulin resistant mice that promote the differentiation of endocrine precursors into mature beta cells. However, the tissue origin and the nature of these pro-neogenic factors remain unknown.

The objectives of my thesis work were to 1) demonstrate that adaptation of beta-cell mass and function is triggered by insulin resistance per se via pancreatic analysis of other insulin resistance models; 2) define whether there is a threshold concentration in corticoinduced insulin resistance for the triggering of pancreatic adaptations; 3) characterize pancreatic adaptation to insulin resistance in aged mice; 4) to develop an unbiased threedimensional morphometric analysis of the pancreas in toto; and 5) to identify the circulating pro-neogenic factor(s).

The results obtained confirmed that insulin resistance is the primary signal triggering the adaptation of beta-cell function and mass, notably via an increase in proliferation and neogenesis. This work also shows that beta-cell neogenesis is a recruitable mechanism in the pancreas of aged mice. Furthermore, the fine analysis of the pancreas in toto using light sheet microscopy technology provides a strong validation of the existence of this mechanism in mice. Finally, the work carried out during this thesis allowed the identification and functional validation of several pro-neogenic muscle factors for beta cells, offering a new therapeutic lead for diabetes. Key words : Diabetes ; Beta cell ; Insulin resistance ; Neogenesis ; Glucocorticoids Les diabètes de types 1 et 2 sont caractérisés par une perte totale ou partielle de la masse de cellules bêta entrainant des déficits marqués de la sécrétion d'insuline et associée à de nombreuses comorbidités. La régénération des cellules bêta endogènes chez l'adulte apparait aujourd'hui comme une alternative thérapeutique curative aux traitements symptomatiques de ces pathologies. Une telle restauration de la population de cellules bêta a pu être observée dans divers modèles murins par prolifération, transdifférenciation ou néogenèse. Toutefois, la prolifération des cellules bêta est limitée chez l'adulte et la transdifférenciation de cellules endocrines autres en cellules bêta résulte généralement de manipulations génétiques. La néogenèse des cellules bêta, c'est-à-dire la différenciation de précurseurs en cellules bêta fonctionnelles, apparait donc comme une solution plus légitime pour le traitement des déficits de cellules bêta observés dans les diabètes. Cependant, l'existence de ce mécanisme chez l'adulte est controversée bien que de récentes études suggèrent sa présence chez l'Homme dans un contexte d'insulinorésistance. Les glucocorticoïdes, et plus particulièrement l'hypercorticisme chronique, sont responsables du développement d'une insulinorésistance rapide et sévère. L'utilisation d'un modèle murin d'hypercorticisme par administration chronique de corticostérone (CORT) a déjà permis à notre équipe de démontrer une adaptation de la masse des cellules bêta en réponse à l'insulinorésistance induite, notamment via une augmentation du nombre d'îlots pancréatiques reflétant la néogenèse des cellules bêta. Néanmoins, cette étude était restreinte à l'analyse de souris jeunes adultes soumises à une même dose de CORT. De ce fait, les variations liées à l'âge ou à la concentration en CORT sur l'adaptation pancréatique n'ont pas été évaluées. De plus, les analyses morphométriques réalisées dans ces travaux reposent sur l'étude de coupes échantillonnées de pancréas et cette technique classique d'analyse bidimensionnelle présente de nombreux biais. Enfin, cette précédente étude montre la présence de facteurs dans le sérum des souris insulinorésistantes favorisant la différenciation des précurseurs endocrines en cellules bêta matures. Toutefois, l'origine tissulaire ainsi que la nature de ces facteurs pro-néogéniques méritaient d'être identifiés.

Mes travaux de thèse avaient pour objectifs de 1) démontrer que l'adaptation de masse et de fonction des cellules bêta est déclenchée par l'insulinorésistance per se via l'analyse pancréatique d'autres modèles murins d'insulinorésistance ; 2) définir s'il existe une valeur seuil dans l'insulinorésistance cortico-induite pour le déclenchement de l'adaptation pancréatique ; 3) caractériser l'adaptation pancréatique chez la souris âgée ; 4) développer une technique non biaisée d'analyse morphométrique tri-dimensionnelle du pancréas in toto et 5) identifier le ou les facteurs circulants pro-néogéniques.

Les résultats obtenus confirment que l'insulinorésistance est le signal princeps déclenchant l'adaptation de fonction et de masse des cellules bêta, notamment via une augmentation de la prolifération et de la néogenèse. Ces travaux montrent également que la néogenèse des cellules bêta est un mécanisme recrutable dans le pancréas de souris âgées. De plus, l'analyse fine du pancréas in toto grâce à la technologie de microscopie à feuille de lumière offre une validation solide de l'existence de ce mécanisme chez la souris adulte. Enfin, les travaux menés au cours de cette thèse ont permis l'identification et la validation fonctionnelle de plusieurs facteurs musculaires pro-néogéniques pour les cellules bêta, offrant une nouvelle piste thérapeutique pour les diabètes.

Mots-clés : Diabètes ; Cellule bêta ; Insulinorésistance ; Néogenèse ; Glucocorticoïdes

Introduction

Pancreatic beta cells secrete insulin that induces nutrient storage, stops energy mobilization and in fine lowers blood glucose levels. Insulin production is finely tuned and can adapt to increased demand when target tissues such as liver, muscle or adipose tissues, become insulin resistant (1). When such adaptation is not sufficient, as observed in type 2 diabetes, or when insulin production is absent, as depicted in type 1 diabetes, chronic hyperglycemia occurs and associates with increased morbidity and mortality. Thus, innovative therapies to prevent or treat diabetes rely on strategies to maintain or restore an adequate pool of beta cells. Yet, signals to achieve such goals still need to be identified.

The maintenance of the adequate mass of beta cells is mainly performed through 4 mechanisms: apoptosis (2) and dedifferentiation (3) that diminish the number of beta cells, while proliferation of existing beta cells (4) and neogenesis (differentiation of new beta cells from precursors) (5) increase the number of insulin-producing cells. Of particular interest is beta-cell neogenesis since its induction would lead to beta-cell regeneration in situation of betacell depletion such as type 1 diabetes. To identify signals that regulate beta-cell neogenesis, previous studies have used animal models. In rats, partial pancreatectomy is a model of betacell regeneration through beta-cell replication and neogenesis (6). In mice, pancreatic duct ligation (PDL) induces an increased beta-cell mass due to beta-cell neogenesis from ductal cells through the re-expression of a transcription factor that drives beta-cell differentiation during fetal life, Neurogenin3 (Ngn3) (5). Yet, further studies using a similar model of PDL failed to reproduce these results and concluded that no beta-cell neogenesis was observed in the adult mice, even after pancreatic injury (7). Concerning the nature of pancreatic precursors, it has been proposed that ducts contain undifferentiated cells that can be recruited to differentiate into beta-cells (5; 8; 9) but recent studies using different lineage tracing experiments demonstrated that duct cells do not contribute to beta-cell neogenesis (10; 11). Thus, whether beta-cell neogenesis from precursors contributes to beta-cell regeneration remains an open question.

Alternatively, beta cells can be formed through transdifferentiation from alpha and delta cells (12; 13) after artificial beta-cell depletion using diphtheria toxin in mice. Similarly, alpha cells can transdifferentiate into beta cells in genetically-modified mice when expression of the key transcription factors Pax4 or Arx is altered in alpha cells (14; 15) or in mice treated with GABA (16). Altogether, these studies provided important insight on pancreatic plasticity and beta-cell neogenesis but were mostly obtained after pancreatic injury or genetic manipulation. Moreover, whether beta-cell neogenesis involved precursors located in ducts remains controversial.

In other situations of increased beta-cell mass including high-fat diet (17), drug-induced insulin resistance (18) or the physiological insulin resistance of pregnancy (19), beta-cell proliferation, and not neogenesis, has been proposed as the main adaptive mechanism in rodents.

However, recent studies suggested that beta-cell neogenesis may also participate to the betacell mass increase observed during pregnancy in mice (20) and in human (21).

A pharmacological model that allows a rapid and severe insulin resistance is the administration of glucocorticoids. Glucocorticoids (GC) are hormones that regulate several physiological processes such as behavior, metabolism and immune response. Because of their potent anti-inflammatory properties, they are widely used to treat inflammatory diseases.

Unfortunately, they also induce insulin resistance and consequently increase insulin secretion, but a high proportion of GC-treated patients develop diabetes (22). More specifically, GC are deleterious on insulin sensitivity in target tissues leading to overall decreased glucose uptake, excessive glucose production by the liver, lipolysis by the adipose tissues and proteolysis in skeletal muscles (23). Concerning insulin secretion, chronic or acute in vitro treatment with GC usually inhibits insulin secretion (24 ; 25) through modifications of the alpha-adrenergic signaling (26). In contrast, chronic in vivo GC treatment generally leads to increased insulin secretion (25; 27) with improved glucose responsiveness (28) and sensitivity (29), as well as modifications of calcium (30) and cholinergic signaling pathways (31). Regarding beta-cell mass, chronic GC treatment in rats and mice leads to increased beta-cell mass due to increased beta-cell proliferation (32). In such models, beta-cell neogenesis has not been fully investigated.

Thus, the present study was performed to precisely understand pancreatic adaptations and the underlying mechanisms in response to insulin resistance induced by GC.

Here, we show that chronic administration of corticosterone (CORT) to mice leads to a massive beta-cell mass expansion through both increased beta-cell proliferation and beta-cell neogenesis, the latter being independent of Sox9 and Ngn3. Moreover, CORT treatment was able to achieve a partial beta-cell regeneration after beta-cell depletion. Finally, we show that serum from CORT-treated mice was able to increase beta-cell fraction in an in vitro model of pancreas differentiation, demonstrating the presence of circulating factors that stimulate betacell neogenesis. Altogether, our results propose a new mode of adaptive beta-cell neogenesis.

Research design and methods

Animals

All procedures involving experimental animals were performed in accordance with the principles and guidelines established by the National Institute of Medical Research and Health (INSERM) and were approved by the local Animal Care and Use Committee. C57BL6/J male and female mice were obtained from the French colony of Charles River laboratories (France) at the age of 8 weeks. Mice carrying the transgene Ngn3CreERTM (33) or the transgene Sox9CreERTM (34) were crossed with mice from the ROSA26YFP reporter line (35) to obtain Ngn3CreERTM;ROSA26YFP and Sox9CreERT;ROSA26YFP mice, respectively. ERα-null mice (ERKO) were generated as previously described (36). Mice were allowed to feed ad libitum with a chow diet and housed in 12h light/12h darkness cycles.

Chemicals

Corticosterone

Animals were treated with corticosterone (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; CORT) at the concentration of 100 µg/ml or vehicle (1% ethanol, VEH) in drinking water. Tamoxifen 8-week-old mice Ngn3CreERTM;ROSA26YFP and Sox9CreERTM;ROSA26YFP were submitted to intraperitoneal tamoxifen injections (60 µg/g/day, see protocols in figure 5, tamoxifen solution 10 mg/ml; MP Biomedicals, Illkirch Graffenstaden, France, TMX, dissolved in filtered olive oil).

Canrenoate

Mice were treated with canrenoic acid potassium salt (Sigma-Aldrich; 100 µg/ml, CANRE) dissolved in the drinking water.

Streptozotocin

Beta-cell depletion in C57BL6/J mice was obtained by a single intraperitoneal injection of streptozotocin (STZ, 150 mg/kg, Sigma-Aldrich). Mice with blood glucose levels above 300 mg/dl 3 days after STZ injection were selected for CORT treatment.

5-Bromo-2′-deoxyuridine

Beta-cell proliferation was measured in mice that received a single injection of 5-Bromo-2′-deoxyuridine (BrdU, 50 mg/kg, Sigma-Aldrich) 24h before sacrifice.

Glucose and insulin tolerance tests

Intraperitoneal glucose tolerance test (IPGTT) and insulin tolerance test (ITT) were performed as previously described (37).

Hormonal assays

Insulin and corticosterone blood levels were measured using mouse immunoassays (Alpco, Salem, NH) and corticosterone (Labor Diagnostika Nord, Nordhorn, Germany), respectively.

Islet isolation and glucose-stimulated insulin secretion

Mouse islets were isolated after injecting a collagenase solution (1 mg/mL, Sigma-Aldrich) and handpicked under a binocular microscope (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany). Isolated islets were cultured and stimulated as previously described (38).

FACS

Islets from Ngn3CreERTM;ROSA26YFP and Sox9CreERTM;ROSA26YFP mice were isolated and dissociated into single cells by mechanical and enzymatic dispersion using trypsin Mouse pancreatic buds at embryonic day 11.5 (E11.5) were isolated and cultured as previously described (40), in the presence of 10% of serum from VEH-or CORT-treated mice or with 10 -7 M CORT, 0.4 ng/ml insulin or both supplemented in 10% of serum from VEHtreated mice. At the end of the culture period, buds were fixed and sectioned.

Immunofluorescence for insulin (Dako) as well as DAPI staining were performed on all sections that were then analyzed as previously described (40).

RNA analysis

Total RNA was isolated (RNeasy mini plus Kit, QIAGEN, Germany) and reverse transcribed into cDNA with superscript transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Gene expression was quantified by real-time PCR using SybrGreen supermix (Eurogentec, Seraing, Belgium) in a MyIQ thermocycler (Biorad, Hercules, CA). The value obtained for each specific gene product was normalized for the 18S ribosomal RNA and expressed as a fold change of the value in control condition. Primers sequences are available upon request.

Statistical Analysis

All results are presented as means ± standard deviations (SD). Comparisons were performed using the Mann-Whitney test, one-way or two-way ANOVA tests. The threshold of significance was considered for a p value <0.05.

Results

Corticosterone treatment induces severe insulin resistance

After 8 weeks of corticosterone (CORT) administration, male mice developed a severe insulin resistance (Figure 1A). Yet, despite this reduced insulin sensitivity, CORT mice exhibited a better glucose tolerance compared to vehicle (VEH) (Figure 1B and inset for Areas Under the Curve, AUC) associated with much higher plasma insulin levels in the basal state and in response to glucose in vivo (Figure 1C) and ex vivo (Figure 1D).

Pancreatic adaptation after CORT-induced insulin resistance

After 8 weeks of treatment, pancreatic sections of male CORT mice presented more and bigger islets stained for insulin (Figure 1E and1F). Morphometric quantification revealed a massive increase of beta-cell fraction and beta-cell mass (Figure 1G andH) in CORT mice associated with a higher mean islet size, an indirect marker of islet cell proliferation, (Figure 1I) and an increased islet density, an indirect marker of islet neogenesis (Figure 1J), concerning islets of all sizes (Figure 1K). Individual beta-cell area remained unchanged (Figure 1L) but islet composition changed with more beta cells (93±1.8 % versus 85.2±2.4%, p<0.0001) and less alpha cells (6.8±1.7% versus 15.1±2.1%, p<0.0001) in islets from CORT mice (Figure 1M) when compared to islets from VEH mice. In females, CORT treatment led to insulin resistance (Supplementary Figure 1A), normal glucose tolerance (Supplementary Figure 1B and1C) and similar pancreatic adaptation than in males (Supplementary Figure 1D-H), demonstrating that beta-cell mass adaptation in response to CORT treatment is sex-independent. In males, alpha-cell fraction tended to be increased while alpha-cell mass was significantly increased in CORT mice (Supplementary Figure 2A and2B). A trend for an increased delta-cell fraction and mass was also observed in CORT mice (Supplementary Figure 2C and2D).

Progressive and continuous pancreatic adaptation

Analysis of the pancreatic adaptation at several time points during CORT treatment revealed no change after one week of CORT treatment, but a massive increase of beta-cell fraction and mass after 4, 6 and 8 weeks of treatment with CORT compared to VEH (Figure 2A and2B). Mean islet size reached a plateau after 4 weeks of treatment (Figure 2C) while islet density still increased after 6 and 8 weeks of treatment (Figure 2D). Thus, these observations suggested that the massive beta-cell mass adaptation in CORT-treated mice may involve beta-cell proliferation (reflected by mean islet size that plateaued at 4 weeks of treatment) and continuous increase of beta-cell neogenesis (reflected by islet density that increases throughout the whole 8 weeks of CORT treatment).

Beta-cell adaptation after treatment cessation and re-treatment

Four to 8 weeks of CORT treatment led to a massive increased beta-cell mass without any change in pancreas weight (data not shown). To test whether such increase was reversible, we treated male mice with CORT during 4 weeks (Figure 3A stage I), stopped the treatment for 4 weeks (Figure 3A, stage II, washout stage) and treated again mice with CORT (Figure 3A, stage III). Effects of CORT on beta-cell mass and fraction were found to be partly reversible after the 4-week washout (Figure 3B and3C). This reduction was associated with a decrease of mean islet size (Figure 3D) whereas islet density remained unchanged after washout (Figure 3E). Interestingly, after 4 weeks of washout, mice previously treated with CORT exhibited a normal insulin sensitivity (Supplementary Figure 3A) and glucose tolerance (Supplementary Figure 3B and3C) but high blood insulin levels (Supplementary Figure 3D). After the washout period, an additional 4-week treatment by CORT led to increased beta-cell fraction and mass (Figure 3B-C), without any change in mean islet size (Figure 3D) but with a further increase of islet density (Figure 3E), emphasizing the role of neogenesis on beta-cell mass increase. Similarly, this reintroduction of CORT treatment during 4 weeks led again to insulin resistance (Supplementary figure 3E) and improved glucose tolerance (Supplementary figure 3F andG) with again very high blood insulin levels (Supplementary figure 3H).

Proliferation and neogenesis in pancreata of CORT-treated mice mRNA levels of transcription factors Ngn3, Nkx2.2, Nkx6.1, Insm1 and Rfx6 were increased in islets from male CORT-treated mice during 8 weeks while mRNA levels of Sox9, Pdx-1, Pax4 and MafA remained unchanged and levels of Arx were decreased (Figure 4A). mRNA levels of proteins involved in insulin secretion (Slc30A8, Kir6.2,Sur1,Ins2 and Gck) were increased in islets from CORT mice (Figure 4B). Finally, we observed increased mRNA levels of Ki-67 in islets from CORT mice (Figure 4C) as well as an increased percentage of insulin-positive cells that are also positive for BrdU (Figure 4D) demonstrating beta-cell proliferation. We also observed an increased number of insulin-expressing cells in ducts (stained for pancytokeratin) after one week of treatment (Figure 4E and4G) and an increased number of islets adjacent to ducts after 1 and 8 weeks of treatment (Figure 4F and4H). Taken together, these observations suggested that beta-cell mass increase results both from beta-cell proliferation and neogenesis in CORT mice.

New beta cells do not derive from Sox9-positive cells

Close proximity of islets to ducts and the presence of insulin-positive cells in ducts are only suggestive of neogenesis arising from ducts. To clearly characterize beta-cell neogenesis, we performed lineage tracing. To this end, we first used tamoxifen (TMX)-inducible Sox9-CreERTM;ROSA26YFP mice in which YFP labelling of ductal cells was induced by TMX injections. At the end of the TMX treatment, we observed the presence of YFP-labelled cells in ducts on pancreatic sections of control mice (Supplementary figure 4C andD). Three weeks after TMX treatment, CORT was administrated during 3 weeks (Figure 5A). Mice treated with TMX and CORT exhibited as expected increased beta-cell fraction and mass and islet density when compared to TMX and VEH mice (Figure 5B-D). Flow cytometry analysis of YFPpositive cells in isolated and dissociated islets revealed no difference between mice treated with TMX and CORT and mice treated with TMX and VEH (Figure 5E-G). These results indicated that the increase of beta-cell mass does not involve cells deriving from ductal Sox9-positive cells.

New beta cells do not derive from Ngn3-positive cells

As Ngn3 is a transcription factor required for beta-cell formation during fetal life (41) or during adult beta-cell neogenesis (5), and since Ngn3 mRNA level was increased in islets of mice treated with CORT (Figure 4A), we used Ngn3CreERTM;ROSA26YFP mice to define whether the neoformed beta cells in CORT-treated mice derived from Ngn3-positive cells. Mice were injected twice a week with TMX (Figure 5H) together with CORT or VEH treatment. At the end of the treatment we observed an increased beta-cell mass and fraction and a strong tendency (p=0.05) for an increased islet density in mice treated with TMX and CORT (Figure 5I-K). Flow cytometry analysis revealed that the percentage of YFP-positive cells was similar between the two groups (Figure 5L-N), suggesting that new beta cells do not derive from Ngn3-positive cells. To confirm this observation, we used a different strategy. Since beta-cell neogenesis during pancreatic duct ligation (PDL) was shown to rely on Ngn3 re-expression (5) and on the presence of the estrogen receptor alpha (ERa) (42), we tested the implication of ERa in our model. Mice invalidated for ERa (ERKO) and treated with CORT exhibited a severe insulin resistance similarly to WT mice treated with CORT (Supplementary figure 5A) associated with a glucose intolerance (Supplementary figure 5B and5C) and high plasma insulin levels before and after glucose stimulation (Supplementary figure 5D). ERKO mice also presented increased beta-cell fraction, beta-cell mass, mean islet size and islet density in response to CORT (Figure 6A-D), suggesting that beta-cell neogenesis in CORT mice does not require the presence of the ERa.

Beta-cell neogenesis in mice treated with CORT and a mineralocorticoid receptor antagonist

As high doses of GC are able to activate mineralocorticoid receptor (MR) (43), we tested the implication of this receptor. CORT and VEH mice were given canrenoate (CANRE), a MR antagonist in the drinking water. Metabolic tests revealed that in mice treated with CORT and CANRE, insulin resistance, slightly lower than in CORT mice, was observed associated with an improved glucose tolerance (Supplementary figure 5E-G) and high plasma insulin levels before and after glucose stimulation (Supplementary figure 5H). The reason why glucose tolerance and insulin levels are similar while insulin resistance is different remains unknown.

Mice treated with CORT and CANRE presented an increased beta-cell fraction and mass, as well as an augmented mean islet size and islet density (Figure 6E to 6H), demonstrating that MR antagonism did not prevent beta-cell neogenesis in CORT-treated mice.

Partial beta-cell regeneration with CORT treatment after beta-cell depletion

Since CORT was associated with beta-cell neogenesis in normal mice, we then tested whether CORT treatment could regenerate beta cells after their depletion. A single streptozotocin (STZ) injection was performed in wild type mice leading to overt hyperglycemia within 2-3 days (Figure 7A). When hyperglycemia was stable, STZ mice were given VEH or CORT (arrow on Figure 7A) during 8 weeks. No change in blood glucose levels was observed between VEH and STZ-CORT mice (Figure 7A). Pancreatic analysis revealed a 95% depletion of beta-cell fraction and mass in STZ-VEH mice (Figure 7B-C). As compared to STZ-VEH mice, we observed in STZ-CORT mice a slight but significant increase of beta-cell fraction (Figure 7B), beta-cell mass (Figure 7C) and islet density (Figure 7D) but no change of mean islet size (Figure 7E). These data suggest that beta-cell regeneration occurred, through betacell neogenesis in STZ-CORT mice, leading to a trend for increased plasma insulin levels (Figure 7F).

Serum from CORT mice stimulates beta-cell neogenesis in vitro

Since we had shown that GC inhibit beta-cell differentiation (44; 45), we postulated that beta-cell neogenesis in CORT mice was not a direct effect of GC. To test this hypothesis, we cultured pancreatic buds of mouse embryos at day 11.5 that are mostly composed of undifferentiated precursors and that differentiate after 7 days of culture into mature exocrine and endocrine cells (40). Treatment of pancreatic buds with 10% of serum from CORT-treated mice for 7 days increased beta-cell fraction (Figure 8B and8K). Since the serum of CORT mice contains high levels of CORT and insulin, we tested in vitro the effect of exact same levels of CORT or insulin on pancreatic buds' differentiation. Serum from fed CORT mice contain 4.4 ± 1.4 ng/ml insulin (Figure 1C) and 1.6 ± 0.15 10 -6 M CORT. We used 10% of these concentrations to mimic insulin and CORT levels present when buds were exposed to 10% of serum from CORT mice. Exposure to CORT alone decreased beta-cell fraction in pancreatic buds (Figure 8C and 8K) while insulin alone had no effect (Figure 8D and8K). Finally, we treated pancreatic buds with both CORT and insulin and observed a decreased beta-cell fraction similar to CORT alone (Figure 8E and8K). We also observed that serum from CORT-treated mice increased the mRNA levels of Ins1, Ins2, Glucagon, Sox9, Pdx1 and Ngn3 in pancreatic buds (Figure 8L). Altogether, these results suggest that serum from CORT-treated mice contains factor(s) able to stimulate beta-cell neogenesis in vitro.

Discussion

GC are known to modulate glucose homeostasis and to induce tissue remodeling. The pool of pancreatic beta cells is plastic and adapts to changes in insulin demand. In the present study, we showed that chronic GC administration in the adult mouse leads to insulin resistance, increased insulin secretion associated with a massive beta-cell mass increase through beta-cell proliferation and neogenesis, the latter being independent of Sox9 and Ngn3. We also demonstrated that beta-cell neogenesis can partly regenerate beta cells after a chemical depletion. Finally, our data demonstrated that beta-cell neogenesis is not a direct effect of GC but rather an indirect effect through circulating factor(s).

Beta-cell neogenesis refers to the process of differentiation of precursors located in the pancreas into new beta cells. Studies have shown that it does not participate to the normal homeostasis of beta cells in the adult mouse (7) but it may participate to beta-cell expansion in specific murine models such as partial duct ligation (PDL), as shown by the group of Heimberg (5). Yet, other groups have used or generated elegant lineage tracing models in the mouse and reported no beta-cell neogenesis after PDL (7; 10; 46). In the present study, we observed betacell neogenesis as revealed by an increased number of islets in the pancreas of CORT-treated mice. Impressively, beta-cell neogenesis together with increased proliferation led to 7-fold increase of beta-cell mass, a result that largely exceeds what is observed in mice fed a high-fat diet feeding for 3 months (47) or in a pharmacological model of insulin resistance in the mouse (18). To our knowledge, our model presents the largest increase of beta-cell mass in an adult mouse model without genetic modification or pancreatic injury. Thus, it represents a unique model to identify mechanisms and signals of beta-cell mass adaptation. Interestingly, our lineage tracing experiments showed that the neoformed beta cells did not originate from Sox9expressing cells, as observed in the PDL model (10). More surprisingly, lineage tracing also revealed that the neoformed beta cells do not originate from cells having re-expressed Ngn3, a protein usually described as the key pancreatic pro-endocrine transcription factor, again similarly to what was observed in PDL (48). Further experiments will be required to define the origin of neoformed beta cells in our model. Considering transdifferentiation from other pancreatic endocrine cells, we provide here two arguments against such process: no co-staining with other pancreatic cell markers (glucagon or amylase, data not shown) and, in contrast to other studies (13; 14), no depletion, but rather an increase, of alpha and delta cells. These observations are in favor of a global endocrine cell differentiation, rather than a specific betacell neoformation.

Here, adult mice exposed to high doses of GC present an increased beta-cell mass in part due to beta-cell neogenesis. Since we have previously shown that GC inhibit beta-cell differentiation in vivo and in vitro (45; 49), it is very unlikely that GC directly activate beta-cell neogenesis. Alternatively, we propose that factor(s) present in the serum of CORT-treated mice stimulate beta-cell neogenesis. This was demonstrated by our in vitro experiments: serum from CORT-treated mice could enhance beta-cell differentiation in pancreatic buds while GC or insulin, at the same levels as measured in the serum of CORT-treated mice, had either a negative or no effect, respectively, on beta-cell differentiation.

Circulating factors able to modulate beta-cell mass have been previously identified. For example, Kulkarni's group showed that in mice deleted for the insulin receptor in the liver, beta-cell proliferation was stimulated by the production of a new hepatokine Serpine B1 (50).

In our model of beta-cell neogenesis, we provide evidence that the serum of CORT-treated mice contains one or several factor(s) that can stimulate beta-cell neogenesis in vitro. So far, the origin and nature of such factor(s) remain unknown. In an integrated and adaptive point of view, one may think that tissues that become insulin resistant upon CORT treatment produce signals to increase insulin production to compensate for the resistance. In fact, a previous study showed that mice with a combined deficiency for the insulin receptor and for the insulin receptor substrate present beta-cell hyperplasia that can reach a 30-fold increase (51). Moreover, observations in human have linked insulin resistance with signs for beta-cell neogenesis such as the presence of bi-hormonal cells (52), high frequency of small clusters of insulin-positive cells (53), or co-staining for insulin and the ductal marker cytokeratin 19 (54).

GC are commonly described as diabetogenic hormones. In fact, not all patients treated with GC or not all patients with Cushing syndrome develop diabetes (55). GC induce significant insulin resistance but if the endocrine pancreas adapts to the increased demand for insulin, normal glucose control is preserved. In humans, low insulin secretion was predictive of diabetes when subjects were exposed to chronic GC treatment (56). In our model of CORT administration, insulin resistance develops quickly (from the first week of treatment, data not shown) and associates, at 8 weeks, with a strong pancreatic adaptation with simultaneous high insulin secretion and a dramatic increase of beta-cell mass. In agreement with previously reported studies in mice (57) and macaques (58), CORT-treated mice do not develop hyperglycemia and present improved glucose tolerance. Therefore, CORT treatment can lead to insulin resistance and pancreatic adaptation with high insulin production. Interestingly, such enhanced insulin production persisted when islets were isolated and stimulated with glucose, suggesting that CORT treatment programmed improved beta-cell function, as previously described in the rat (59). Actually, we observed maximal insulin secretion in islets from CORT mice also at low or high glucose concentration or after KCl exposure, suggesting dysregulated beta-cell function. Such abnormal insulin secretion may originate from the augmented Gck expression measured in islets from CORT mice, a change that may trigger enhanced glycolysis flow in beta cells and insulin secretion, as previously described with Gck activators (60) or in congenital hyperinsulinism due to hyperactivation of Gck (61).

One major finding is that treating beta-cell-depleted STZ mice with CORT led to a mildly increased beta-cell mass, resulting from beta-cell neogenesis, as revealed by the increased islet density. Yet, despite the fact that insulin was detected in the serum of STZ-CORT mice, treatment was not sufficient to recover normoglycemia. This may be due to the fact that CORT treatment also induced insulin resistance in STZ mice, thus reducing the efficiency of the low level of insulin secreted by the regenerated beta cells. Further experiments would be required using other models of beta-cell depletion.

When comparing therapeutical strategies aiming at increasing beta-cell mass, beta-cell neogenesis appears as an interesting choice because in type 1 diabetes, the almost complete depletion of beta cells precludes from using strategies to stimulate beta-cell proliferation and studies have shown that beta-cell proliferation in human is low and hard to stimulate (62). Here, we provide evidence that severe insulin resistance induced by CORT associates with beta-cell neogenesis and that serum from such CORT-treated mice contains factor(s) that can stimulate beta-cell neogenesis. The origin and nature of such factor(s) remain to be fully defined. Once identified, such factor(s) may hold great promises for the treatment of diabetes by generating new beta cells and restoring adequate insulin secretion. Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a multifactorial disease that associates insulin resistance and decreased insulin secretion. Among factors that control insulin sensitivity and insulin secretion, glucocorticoids (GCs) have been implicated in studies in Human and the molecular mechanisms involved have been deciphered in animal and cell culture studies. Here, we present a review of the effects of GCs on insulin sensitivity and secretion through a staggered analysis of GC action on the main organs responding to insulin, but also on the pancreas. Clear evidences point to GCs as potent activators of insulin resistance and inhibitors of insulin secretion, but recent evidences also identified inter-organ communications, at least in mice, linking GC-induced insulin resistance with improved insulin secretion.

Legends to figures

Glucocorticoid Production and Action

GCs are steroids naturally secreted by the adrenal cortex from cholesterol under the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis control, one of the major neuro-endocrine systems in the organism. The secretion of cortisol follows a circadian rhythm and is involved in tissue repair, immune stability and metabolic processes. Additionally, under psychological and physiological stresses, the HPA axis triggers the neuro-endocrine stress response resulting in a massive adrenal release of cortisol and the regulation of carbohydrate, lipid and protein metabolism. High concentrations of GCs also induce a negative feedback loop on the HPA axis to stop the response and maintain the homeostasis of the system. Defective interactions between stress response and cortisol circadian rhythm are known to induce numerous deleterious effects on health ranging from depression to obesity and metabolic syndrome [1]. Eighty to ninety percent of estimated cortisol circulate in the organism bound to the corticosteroid-binding-globulin (CBG or transcortine), a glycosylated plasma protein responsible for the transport of steroids, 5% of cortisol remains free in the circulation while the remaining cortisol is bound to albumin [2]. CBG-bound cortisol is attracted by pro-inflammatory chemokines and delivered at the local site by cleavage of the CBG-cortisol binding thanks to the elastase secreted by neutrophils [3,4]. In addition to the regulated production of cortisol by the HPA axis, the concentration of active GC can be modulated locally by two enzymes: type 1 and type respectively) [5]. In humans, 11b-HSD1 converts inactive cortisone (11-deoxycorticosterone in rodents) to the active cortisol (corticosterone in rodents) capable of binding and activating its receptors. Alternatively, 11b-HSD2 inactivates cortisol into cortisone (or corticosterone to 11 deoxycorticosterone in rodents). HSD11B1 is expressed in most cells and tissues, with high levels of expression to be found in liver, muscle, and adipose tissues, suggesting that cortisol biodisponibility could be increased in those tissues. HSD11B2 is principally expressed in kidney, colon, and placenta and reduces cortisol biodisponibility. Since they are lipophilic, GCs can cross the cellular membrane in order to bind their intracellular receptors, the glucocorticoid receptor (GR) and the mineralocorticoid receptor (MR). The affinity of MR for cortisol is higher than the affinity of GR, mediating most of its low dose, physiological effects. However, MR is not highly expressed in all cells and tissues and contrary to the GR, binds different types of steroids, including aldosterone and progesterone. Therefore, in response to an acute GC secretion, after the MR reaches near saturation, most of the stress response is induced by the binding of GCs to the ubiquitous GR [6]. In humans, the GR is encoded by the NR3C1 gene containing nine exons, from which exons 2-9 encode the GR. The mechanisms of regulation of NR3C1 expression and translation are complex and tightly regulated in tissues. Up to 13 different promoter regions have been identified in the untranslated exon 1 of NR3C1 [7], affecting the transcription, the translation and the stability of mRNAs. Interestingly, the promoter regions are differentially expressed within tissues, suggesting tissue-specific regulations of NR3C1 expression and translation into proteins [8,9]. Additionally, different splice-variants of NR3C1 transcripts exist, modulating GR function and affinity to GCs. GRα which results from the alternative splicing of exon 8 to exon 9a and GRβ from the alternative splicing of exon 8 to exon 9b in Human, are the most extensively studied isoforms of the GR [10]. GC are known to bind to GRα but not to GRβ, the latter being constitutively nuclear [10,11]. GRα and GRβ are known to induce or repress different sets of genes, GRβ is also known to compete with and inhibit GRα action, participating in GC resistance [12]. Eight different translation initiation start sites exist in the exon 2 of the human NR3C1 gene, consequently eight different subtypes of GRα can be produced named GRαA, B, C1-3, and D1-3. All of the GRα subtypes have specific expression patterns. As observed in rat and mice, GRα-C isoform is more expressed in pancreas and lung compared to liver, GRα-D is preferentially expressed in spleen and bladder, whereas GRα-B isoform is more expressed than the GRα-A isoform in the liver and thymus, suggesting specific functions of the GRα subtypes in tissues or cells [13]. Those variations are especially relevant considering the observation from the same authors that the different GRα subunits regulate different sets of genes upon binding to GCs [14]. Additionally, GR proteins undergo different post-translational modifications, such as phosphorylation, acetylation, methylation, ubiquitination, and SUMOylation modifying its functionality [15]. The ligand-inducible GRα is located in the cytosol as a molecular complex with heat shock proteins HSP90, HSP70, HSP56, P23, and immunophilin FKBP51. The binding of GC to GRα exposes the GR nuclear localization signal and allows the translocation of the GC-activated transcription factor into the nucleus. The genomic effect of GR in the nucleus can either be direct via the binding of GR on specific positive or negative binding sites in DNA, named GRE (glucocorticoid response element) or negative-GRE (nGRE) or indirectly via the interaction of GR with other proteins or transcription factors, by a mechanism known as tethering [16]. Due to the presence of nGRE and GRE within the promoter and coding sequence of the NR3C1 gene, activated GR can modulate its own expression, participating in a negative feedback loop when binding to GCs. Activated GR regulates the expression or activity of many genes and transcription factors involved mainly in metabolic and immune processes and including NF-κB, AP-1, STATs, C/EBP, and PPAR [16].

Pharmacological Use of Glucocorticoids and Main Side Effects

GCs display powerful anti-inflammatory and immunosuppressive capacities. Therefore, synthetic GCs are extensively used for the treatment of numerous autoimmune and inflammatory diseases, in the fields of pneumology, dermatology, endocrinology, rheumatology, gastroenterology, or oncology. Several forms of synthetic GCs have been developed and allow a wide range of options for intensity, duration, and MR over GR potency. For example, prednisolone, the most commonly used GC, displays a mineralocorticoid over glucocorticoid activity ratio (relative to cortisol) superior to the synthetic glucocorticoid dexamethasone but a shorter duration of activity, making it suitable for a short-term treatment of patients without fluid or electrolyte abnormalities (e.g., water and salt retention). In contrast, the powerful mineralocorticoid over weak GC potency of fludrocortisone is used to treat Addison's disease and salt waste pathologies as a substitute to the lacking aldosterone to induce water and sodium retention, as well as blood pressure normalization [17]. Along with the improved quality of life provided by their therapeutic use, GC exhibit numerous side effects on several physiological, metabolic, and even psychological parameters (depression, irritability, insomnia, etc.) and remain among the most misused drugs. Adverse effects of GCs sorely depend on the dose, the type of steroids used, and the duration of treatment, although the preexisting conditions of the patient influence the outcome, suggesting the existence of vulnerable populations. In this review we will focus on the metabolic effects of GC upon adipose tissues, liver, muscle, pancreas, and other tissues.

GC therapy is frequently associated with hyperglycemia, fat deposits redistribution and insulin resistance (Box 1). Thus, they are the main drugs responsible for the so-called steroid-induced diabetes. However, the routes of administration of GC do not have the same outcomes on diabetes incidence, with generally a lower association for long-term inhalation, topical application, or intra-articular injections. Yet, up to 2% of diabetes cases are associated with oral or intravenous GC therapies [18]. An investigation on the prevalence of risk factors for hyperglycemia in hospitalized patients receiving GCs shows that the majority presents hyperglycemic episodes, with more occurrences in patients with a diabetes history [19]. Patients undergoing chronic or prolonged oral/intravenous corticotherapy should be closely monitored as it may lead to hyperglycemia over time [20]. It has been shown that if the development of insulin resistance may take up to one or two days of treatment, a single acute exposure to GCs induces glucose tolerance alterations within 12h in healthy volunteers [21]. The origins of these glucose metabolism abnormalities are complex and involve multiple organs.

Apart from their metabolic actions, GCs act on bone formation and GC treatments are the secondary most common cause of osteoporosis. Yet, skeletal adverse effects of long-term GC therapies remain underestimated. Of concern are high doses and longterm GC treatments in children and adults displaying other skeletal risk factors (example: post-menopausal women) for whom bone mass loss and fragility can be more deleterious. Interestingly, there is a higher incidence of vertebral fractures among newly GC-treated patients (<6 months) but a relative decline in vertebral fractures after longer exposure to GC (>6 months) [22]. Moreover, based on a database of newly GC-treated rheumatoid arthritis patients aged 18-64 years (mean age 49 years), Balasubramanian et al. demonstrated a higher fracture risk among younger, newly-treated patients and showed a 2-2.5-fold increased fracture risk for patients receiving higher doses of GCs compared to low doses receivers. Whether these effects on bone are involved in glucose homeostasis or insulin sensitivity dysregulations induced by GCs is unknown in humans, but will be presented in the paragraph on animal models of GC treatment.

In humans, it is well known that a long-term GC treatment induces weight gain and adipose tissue redistribution in connection with major changes in glucose and lipid metabolism. The development of these Cushingoid features (abdominal obesity, dyslipidemia, cervical fat deposits, insulin resistance, hyperglycemia, etc.) depends on the dose and duration of treatment. In a study where 2167 subjects undergoing more than 60 days of a mean 15 mg/day of prednisolone, up to 80% report weight gain and almost 10% exhibit hyperglycemia at a higher dose of prednisolone [23]. In fact, GCs are reported to have both lipolytic and adipogenic actions driving lipodystrophies in patients with an expansion of the visceral adipose tissue (VAT) and a reduction in the subcutaneous one (SCAT), greatly increasing the cardiometabolic risk in patients [23,24]. Moreover, GC favor free fatty acid release from adipose tissues in the circulation, causing ectopic storage of fat in other organs, such as liver and skeletal muscle, participating in those tissue dysfunctions [23,24].

Muscles contain the main glycogen reserve of the body and absorb up to 80% of postprandial glucose under insulin control. Thus, GC-induced impairment of skeletal muscle function contributes to glucose homeostasis disturbance. Another feature of shortor long-term GC-therapy is the reduction of the muscle mass by enhanced protein degradation and an elevated amino acids circulation [24]. Thereby, global loss of muscle tissue capable of glucose uptake and massive release of amino acids contribute to a vicious circle of maintenance of insulin resistance and hyperglycemia.

In the liver, GCs enhance endogenous glucose production by activating numerous genes involved in carbohydrate metabolism, like phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) and glucose-6-phosphatase (G6Pase), inducing gluconeogenesis [25]. The lipolysis and muscle protein degradation induced by long-term GC exposure also provide substrates for gluconeogenesis. Furthermore, direct interference with insulin signaling and elevated triacylglycerol (TAG) supply to the liver are responsible for hepatic insulin resistance [26].

Insulin secretion in humans may be severely affected by GCs despite a great adaptation capacity of beta cells [27]. Although only short pharmacologic exposure (up to 14 days) to GC can be assessed in Human due to ethical limitations, some interesting studies highlight the impact of exogenous GC and/or chronic endogenous hypercorticism on pancreatic endocrine functions. Among patients suffering from Cushing's syndrome, over 30% will develop diabetes [28], associated with an impaired glucose tolerance and a decrease in insulin sensitivity prior to the clinical stage of the disease, suggesting that some individuals are more likely prone to develop diabetes in response to supraphysiological GC doses. In fact, a hyperglycemic clamp study performed on healthy subjects treated with the synthetic GC dexamethasone (DEX) (15 mg/d for two days) reveals that high-insulin responders (HIR; with a strong insulin response to a glucose load) show increased insulin release compared to low-insulin responders (LIR). Moreover, DEX treatment increases insulin response in HIR but not in LIR subjects despite similar DEX-induced decrease in insulin sensitivity in both groups. Similarly, LIR subjects display higher fasting blood glucose and blood glucose increase in response to OGTT, with 50% of LIR subjects presenting an impaired glucose tolerance after two days of DEX treatment [29]. This princeps study shows that individuals with an already deficient insulin secretion capacity are more susceptible to develop steroid-induced diabetes [27]. In Cushing's syndrome or following a two-week exposure to GC, subjects show high insulin plasma levels at a basal state, but fail to increase their insulin response to a glucose load or standardized meals [30][31][32]. This phenomenon, called "relative hypoinsulinemia", is an indicator of the direct or indirect noxious effects of GC on beta cells. Moreover, GCs modulate glucagon secretion as another counter-action with insulin activity. In a study on healthy non-obese subjects, DEX treatment (2 mg/d for three days) results in a 55% increase in basal glucagon levels and in a 60-100% increase in the maximal glucagon response to alanine infusion or protein ingestion [33]. Moreover, patients with Cushing's syndrome show, respectively, 100% and 170% increase for the same parameters without DEX treatment, suggesting a persisting hyperglucagonemia in chronic hypercorticism [33]. Thus, gluconeogenic and diabetogenic effects of GCs are also directly mediated by their action on the pancreatic endocrine function, with decreased beta cell response in susceptible subjects and increased alpha cell activity in all subjects.

Box 1. Clinical Metabolic Consequences of GC Overexposure.

To summarize, GCs induce hyperglycemia and glucose intolerance and are responsible for 2% of diabetes, called steroid-induced diabetes. Long-term GC-induced metabolic adverse effects include weight gain; deleterious fat redistribution, and increased free fatty acid circulation; reduction of muscle mass and massive release of amino acids; enhanced gluconeogenesis and endogenous glucose production; bone mass loss and higher fracture risk; most of these features are caused directly by the negative impact of GCs on pancreatic endocrine functions and peripherical insulin sensitivity.

Direct and Indirect Effects of Glucocorticoids upon Pancreatic Endocrine Function

GC are potent regulators of metabolism and have thus been extensively studied in regards to their effect on insulin secretion by pancreatic beta cells. Yet, the situation is still unclear and there is, for example, still a controversy about the expression of both 11b-HSD enzymes in pancreatic beta cells while a recent study showed that alpha cells lack 11b-HSD [34,35]. Moreover, there is a paradox between in vitro and in vivo models regarding the response of pancreatic beta cells to GCs and we will focus on describing how this paradox may be solved (Box 2).

In vitro, the majority of studies show a negative effect of GCs on the secretion, proliferation, as well as on the survival of beta cells. Meanwhile, the signaling pathway altered in beta cells are still not well known [36] (Figure 1). A study on isolated human and murine islets as well as on Min6 cells (a mouse pancreatic beta cell line) shows that addition of DEX or prednisolone leads to a decrease in cell viability via activation of the p38 MAPK/TXNIP pathway and that this effect was reversed by the blockade of the GR [37]. More studies on DEX-induced beta cell apoptosis show several pathways involved in response to GR activation in beta cells [38][39][40][41]. In vitro, beta cell insulin secretion is severely impacted by GC exposure. DEX impairs beta cell response to glucose by decreasing GLUT2 protein level, by a post-translational mechanism [42], but also the insulin release: the upregulation of transcription and expression of SGK1 increases repolarizing activity of K + channels, reducing then Ca 2+ channels activity and insulin vesicles exocytosis [43]. Accordingly, INS1 (a rat pancreatic beta cell line) treatment with prednisolone results in an induction of endoplasmic reticulum stress and impaired insulin biosynthesis and release. Prolonged exposure to GC induces the unfolded protein response (UPR) and, in fine, beta cell apoptosis [44]. However, a recent study further described the negative impact in vitro of GC treatment. Fine et al. showed in human and murine isolated islets treated with GCs that the suppression of the calcium channel activity did not impaired insulin secretion or beta cell response to glucose. In fact, they identified an enzymatically amplified feedback loop whereby GCs boost cAMP to maintain insulin secretion in the face of perturbed ionic signals [35]. They also emphasized that lipotoxicity prevented this cAMP increase by GCs, thus suppressing insulin secretion improvement. Knowing that systemic supraphysiologic GC levels lead to lipolysis and dyslipidemia, it is important to consider integrated systems to better apprehend influence of GCs on beta cell function.

generate a wide heterogeneity in the response of endocrine pancreas to GC depending on the model, dose, and duration of GC treatment.GC treatment on adult animal models may inhibit glucose-induced insulin release (Figure 1) but other studies demonstrated adaptive mechanisms to maintain/increase beta cell mass by proliferation or neogenesis resulting in improved insulin secretion and glucose tolerance. Interestingly, fetal exposure to GCs decreases adult beta cell fraction and ultimately leads to impaired insulin secretion later in adult rodents and humans. Thus, GCs control glucose homeostasis, and dysregulation of GC levels are associated with metabolic changes and blood glucose alterations. Moreover, GCs interfere with insulin signaling and it has been proved that GCs are able to modulate insulin signaling at the molecular level. In vivo models show a wide heterogeneity in the pancreatic response to GC exposure associated with a complex metabolic board involving multiple organs. They allow functional and morphological studies of pancreas and beta cells upon GC treatment to clearly define the adaptation of beta cell mass and function. One study using transgenic mice overexpressing GR under the control of the insulin promoter shows a decrease in glucose tolerance due to impaired insulin release, demonstrating that GC signaling has a direct inhibitory effect on glucose-induced insulin release in vivo [45]. This result could be explained by the need for a whole-organism adaptation induced by stress and requiring high blood glucose to provide sufficient energy to muscles and the brain to support the fight-or-flight mechanism. However, if acute exposure to low doses of GCs is not detrimental for the beta cell mass and function, longer exposure or higher doses will trigger adaptive mechanisms to preserve euglycemia. Numerous studies in rodents acknowledge beta cell adaptation through proliferation in response to multiple states of insulin resistance like pregnancy, high-fat diet, partial pancreatectomy or exposure to GCs. However, the pathways involved are still debated. Rats treated for one day with DEX show pancreatic adaptation before the onset of marked insulin resistance with hyperinsulinemia and augmented glucose-stimulated insulin secretion (GSIS). After 3-5 days of treatment, markers of insulin resistance are associated with hyperinsulinemia and beta cell hyperplasia. This adaptation of beta cell mass is time-and dose-dependent, as only an increase in insulin secretion is necessary to counteract short-term or low-dose GC treatment effects [46,47]. The combination of corticosterone exposure and high-fat diet (HFD) in young rats first increases insulin secretion and beta cell mass by proliferation. However, HFD and corticosterone act synergistically to promote severe insulin resistance beyond the adaptive capacity of beta cells, resulting in impaired insulin response to glucose and hyperglycemia in a longer run [48]. Our team recently proposed that beta cell mass may adapt to GC-induced insulin resistance through beta cell neogenesis, that is the formation of new beta cells from precursors. C57bl6/J adult mice treated for four weeks with corticosterone exhibit severe insulin resistance associated with expansion of the beta cell mass both by proliferation and neogenesis, as well as increased insulin secretion at a basal state and in response to glucose stimulation [49]. It also seems that enhanced GC sensitivity, induced by the overexpression of the GR in beta cells, can worsen aged-induced insulin resistance and promote the development of diabetes in one-year-old mice [50]. Moreover, these mice present impaired glucose tolerance at three months, progressing to a diabetic state at 12 months of age, suggesting that GC exert a strong and direct diabetogenic effect on beta cells, potentially through the regulation of insulin secretion via the α2-adrenergic receptor [50].

While GR overexpression in mature beta cells does not alter proliferation but impairs insulin secretion, GR overexpression in precursor cells decreases adult beta cell fraction but did not change insulin secretion or glucose tolerance [51]. In fact, GCs impact pancreatic beta cell formation and function early in embryonic development. Deletion of NR3C1 in pancreatic precursor cells with a Cre-recombinase under Pancreatic and duodenal homeobox 1 (PDX1) promoter led to a doubled beta cell mass with increased islet number and size, defining GC as major inhibitors of beta cell development [52]. Furthermore, we also defined PGC-1alpha, a co-regulator of the GR, as a main actor of GC actions on insulin secretion [53], with a specific impact on mitochondrial function and oxidative stress [54]. Yet, windows of exposure of beta cells to GCs may also define their actions on this cell type. For at least four decades, a low birth weight has been known to be associated with higher risk of metabolic diseases such as diabetes in adulthood [55,56]. We have previously provided evidence linking maternal and fetal undernutrition with increased maternal and fetal corticosterone levels, resulting in a low birth weight and a decreased beta cell mass associated with glucose intolerance in adulthood [57,58]. These studies demonstrated the importance of GC upon fetal development of the beta cell mass from precursors during specific time-frame. Additionally, NR3C1 deletion in these precursors reversed the negative impact of the fetal undernutrition/corticosterone overexposure on the beta cell fraction in adulthood. More recently, we provided new insights on the role of fetal GCs on beta cell function in humans: we characterized the insulin sensitivity and secretion in young adults that were exposed to high GC doses during their early fetal life. In fact, such treatment is used to prevent androgen overproduction by the adrenals in cases of congenital adrenal hyperplasia due to 21-hydroxylase deficiency. Yet, such treatment also involved that fetuses that did not carry the mutation leading to the disease were still exposed in utero to high GC doses. We explored such exposed adults and compared them to age-and BMI-adjusted controls. We found that young adults who were exposed to high GC doses presented with a normal insulin sensitivity but a reduced insulin secretion in response to glucose. Thus, the results that were obtained in rodents were confirmed in humans and define GCs as potent effectors of the fetal programming of beta cell dysfunction [59]. In vitro, GCs decrease beta cell viability, reduce insulin secretion, and release and impair insulin synthesis. In vivo, complex modifications implicating inter-organ communications generate a wide heterogeneity in the response of endocrine pancreas to GC depending on the model, dose, and duration of GC treatment.GC treatment on adult animal models may inhibit glucose-induced insulin release (Figure 1) but other studies demonstrated adaptive mechanisms to maintain/increase beta cell mass by proliferation or neogenesis resulting in improved insulin secretion and glucose tolerance. Interestingly, fetal exposure to GCs decreases adult beta cell fraction and ultimately leads to impaired insulin secretion later in adult rodents and humans.

Thus, GCs control glucose homeostasis, and dysregulation of GC levels are associated with metabolic changes and blood glucose alterations. Moreover, GCs interfere with insulin signaling and it has been proved that GCs are able to modulate insulin signaling at the molecular level.

A Brief Molecular View on the Insulin Signaling Pathway

The objective of the present review is to precisely describe the molecular mechanisms of GC-induced insulin resistance. Before, a brief description of the insulin signaling is required. Under normal physiological conditions, after consuming a meal, glucose and amino acids are transported from the intestine to the bloodstream. This rise in blood glucose stimulates pancreatic beta cells to secrete insulin. The hormone binds to its receptor located on membranes of target tissues. Upon insulin binding, its receptor autophosphorylates and phosphorylates insulin receptor substrates (IRS), further leading to activation of the phosphoinositide-3-kinase (PI3K), resulting in the phosphorylation of protein kinase B or AKT that finally activates pathways regulating insulin actions in target tissues. Insulin resistance occurs when a higher dose of insulin is required to produce the same effects on glucose storage. Consequently, the glucose uptake and utilization by liver, muscles and adipose tissues is decreased, while the hepatic glucose production is increased, resulting in hyperglycemia and, eventually, type 2 diabetes. We will now present molecular events that underlie insulin resistance induced by GC in the main organs involved in glucose homeostasis and insulin action, with a specific focus on the molecular mechanisms identified in animal models and in vitro studies.

6. Long-Term Glucocorticoid Exposure and Insulin Resistance of The Adipose Tissue 6.1. Glucocorticoids and Insulin Resistance in Adipose Tissues In Vivo Adipose tissue is an organ composed of different depots found in several locations throughout the body and differing in developmental, structural and functional features. The four main functions of the adipose tissue are energy storage in the form of TAG, release of free fatty acids (FFA) and glycerol, and the secretion of adipokines and thermoregulation. The function of some particular fat depots is governed by their differential cellular composition, including adipocytes but also a stromal vascular fraction composed of preadipocytes, mesenchymal progenitors, endothelial and immune cells [60]. Traditionally, three types of adipocytes-white, brown and beige-are found in the adipose tissue. White adipocytes are classical adipocytes specialized in the storage and release of fatty acids. The brown fat, found mainly in the interscapular and perirenal regions in mice and in the supraclavicular, paravertebral, and perirenal regions in humans is involved in the thermoregulation and dissipate energy in the form of heat. Brown adipocytes are rich in mitochondria and in uncoupling protein-1 (UCP-1) activity responsible for the thermogenesis. In rodent, prolonged exposure to cold provoke the appearance of UCP-1-expressing cells within white fat depots, these inducible cells with brown-like features are the beige adipocytes. Without cold or beta-adrenergic stimuli, beige cells function more as white adipocytes and are involved in energy storage rather than dissipation. White adipose tissues (WAT) represents the majority of the adipose mass in rodents and comprise the visceral fat (perirenal, peritoneal, mesenteric, gonadal) and subcutaneous fat (inguinal, subscapular) [61]. In addition to those major WAT depots, more discrete white fat depots can be found near or inside various tissues such as bone marrow, mammary or hypoderma, allowing different metabolic regulations locally [60,62,63]. Interestingly, in rodents, subcutaneous fat transplanted in the visceral area improves glucose metabolism and insulin sensitivity indicating the implication of adipocyte cell-specificities rather than anatomical differences [64]. The adipose tissue is involved in glucose homeostasis through different functions: (1) lipogenesis, i.e., de novo fatty acid synthesis from glucose, allowing fat storage as TAG; (2) glucose and fatty acid oxidation within brown and beige adipocytes for thermogenesis; and (3) via the secretion of endocrine factors influencing the function of other tissues involved in the glucose homeostasis such as liver, muscle, and pancreatic beta cells. Indeed, the disturbed fat storage into WAT observed in lipodystrophies, obesity, or insulin resistance leads to the ectopic accumulation of fat in other tissues such as skeletal muscle, liver, pancreas, driving the insulin resistance or dysfunction in these tissues [65]. In addition to white adipocytes, brown and beige adipocytes are sensitive to insulin. As such, constitutive insulin receptor (IR) deletion in adipocytes leads to lipodystrophy, liver steatosis, and insulin resistance [66]. In contrast, IR deletion in brown adipocytes leads to a decrease in insulin secretion and a progressive glucose intolerance but without insulin resistance [67]. In Human, long-term exposure to GC causes a lipodystrophy characterized by an increase in VAT and a decrease of the SCAT [68]. It has been shown that GR is more expressed in visceral adipose tissue (VAT) than in sub-cutaneous adipose tissue (SCAT) [69], and that its activation generates specific effects depending on the action on targeted tissues in humans. In rodents, a long-term treatment with corticosterone in rat and mice induces an increase in visceral fat, an increase in adipogenesis, through preadipocyte differentiation rather than adipocyte hypertrophy and promotes an increase in lipolysis, FFA and glycerol concentrations in the blood [70][71][72][73]. Moreover, GCs are known to reduce the expression and the activity of the cytosolic isoform of PEPCK (PEPCK-C) in epididymal fat depots, thus reducing glyceroneogenesis, which is required for the generation of glycerol-3-phosphate and the formation and the storage of TAG. In contrast, the same DEX treatment in normally-fed rats failed to reduce the PEPCK-C activity in retroperitoneal (white) and interscapular (brown) adipose tissues, indicating fat depot-dependent differential responses to GCs [74]. The molecular mechanisms governing GC's impact on the different fat tissues are being investigated, but are still poorly understood. Mainly, the local concentration in corticosterone, as regulated by the secretion of GCs by the HPA, but also by the local expression of 11b-HSD enzymes and the downstream signalization trough the glucocorticoid receptors GR and MR, are major determinants of the cellular and tissue response to GC (Figure 2). 11b-HSD1, that converts cortisone into its active form cortisol in Human and 11-dehydrocorticosterone to corticosterone in rodent, is expressed in the adipose tissue, indicating that locally the concentration of active GCs might be higher compared to the circulating one [75,76]. Moreover, GCs and insulin induce 11b-HSD1 expression in the white epididymal adipose tissue amplifying the detrimental impact of long-term exposure to GCs [77][78][79] (Figure 2). Accordingly, adipose-specific HSD11B1 KO mice are protected from hepatic steatosis and show a decrease in circulating FFA, demonstrating a protection from GC-induced insulin resistance [80,81]. Locally, activated GC can bind to either MR or GR. MR expression and aldosterone levels (locally and in the plasma) are elevated in the visceral adipose tissue of obese patients [82]. Moreover, upregulation of the MR in adipocytes in vivo led to an increase in fat mass and insulin resistance in a mouse model of diet-induced obesity [82]. Pharmacological MR blockade prevented VAT senescence, mitochondrial dysfunction and inflammation in genetically obese mice, improving overall the cardiovascular function [75,76]. Interestingly and as stated by Lefranc et al., adipocytes are poorly expressing 11b-HSD2 enzymes, responsible for the local deactivation of cortisol (in Human) or corticosterone (in rodent), suggesting that most of the detrimental effects induced by the MR activation in adipose tissues are most likely due to the binding of cortisol/corticosterone to this receptor [76]. In addition to the MR, high concentrations of GC are known to bind to the GR. GR involvement in the pathophysiology of the metabolic syndrome has been studied by using GR antagonists (RU486) that improve insulin resistance and glucose tolerance, but also via constitutive or inducible mouse models of adiposespecific GR KO [72,[83][84][85][86][87]. Particularly, our laboratory demonstrated that the inducible adipose-GR-KO mice were protected against corticosterone-induced glucose intolerance and insulin resistance [72]. Moreover, the increased insulin sensitivity in adipose tissue of Adipose-GR-KO mice treated with corticosterone, resulted in an expansion of the fat mass, protecting individuals against liver steatosis as observed in hypercorticism conditions, such as Cushing's syndrome [72]. Few studies document the mechanistic specificities of long-term GC impact on visceral fat. In humans, DEX pretreatment induces an increase in GLUT4 expression and a two-fold higher rate of glucose uptake in omental adipocytes vs. subcutaneous adipocytes [88]. Interestingly, in visceral fat depot, FOXA3 binds to GR and facilitates the recognition of the GR target genes. Additionally, FOXA3 deletion prevents visceral fat accumulation in mice subjected to a long-term DEX treatment. However, liver and muscles were not protected against GC-induced insulin resistance, uncoupling the impact of GCs on visceral fat from the overall metabolic disorder [89]. Lindroos et al. were able to demonstrate that GC-activated GR primes human adipocyte stem cells (ASC) towards adipogenesis through the expression of LIM domain only protein 3 (LMO3), a transcriptional coregulator. Moreover, LMO3 expression is increased in the VAT but not in the SCAT of obese patients and correlates with HSD11B1 expression. Interestingly, this involvement of LMO3 in GC-mediated adipogenesis is not found in mouse preadipocytes or fat tissues, indicating species specificities [90]. Overall, in vivo studies highlighted the intricated link between insulin resistance, metabolic, and cardio-metabolic disorders induced by hypercorticism or obesity, and acting through the GC signalization [34]. 

Effects of Glucocorticoids on Liver Function

In the liver, insulin stimulates glucose utilization and storage through glycolysis, glycogen synthesis, and lipogenesis. Simultaneously, insulin decreases hepatic glucose production by inhibiting gluconeogenesis and glycogenolysis (Box 4).

In the liver, glucose is transported through the glucose transporter GLUT2, which is not sensitive to insulin. Glucose and insulin act synergistically in hepatic cells. Glucose can then exert some direct effects, as the translocation from the nucleus to the cytoplasm of glucokinase (GK), which phosphorylates glucose into glucose-6-phosphate. The role of insulin is to stimulate the expression and activity of enzymes implicated in glucose metabolism and to repress the activity of neoglucogenic enzymes, such as G6Pase or PEPCK, the neoglucogenesis rate limiting enzymes. Under normal conditions, after insulin treatment, AKT is activated by Ser473phosphorylation, which in turn phosphorylates and inhibits FOXO1 on Ser256, thereby suppressing PEPCK expression (for review, [110]).

In the liver, insulin also promotes lipogenesis, by stimulating the expression of proteins implicated in the de novo lipogenesis like SREBP-1c, FAS or ACC. However, these transcriptional effects require time and can be detected only 8 h after the insulin treatment [111]. Therefore, insulin favors lipogenesis mainly by acting on the enzyme activity, through phosphorylation/dephosphorylation mechanisms.

Mechanistically, the expression and activity of neoglucogenic enzymes (PEPCK and G6Pase) is controlled by FOXO1, even in a hyperglycemic context, as the activity of the transcription factor is not inhibited by AKT. The importance of FOXO1 in hepatic insulin resistance was demonstrated using transgenic animals. In fact, the invalidation of the IR specifically in the liver (LIRKO mice) resulted in hepatic insulin resistance. The concomitant invalidation of FOXO1 was sufficient to suppress this insulin resistance [112].

As a consequence of adipose tissue insulin resistance, the lipid storage activity of the liver is maintained. More specifically, lipids originating from the adipose tissue are reesterified in the liver. Moreover, there is an activation, which is independent of the insulin action, of the key transcription factors of the de novo lipogenesis pathway, SREBP-1c and ChREBP. This activation could result from the differential activation of AKT. In fact, the substrates of AKT are different according to its phosphorylation on Ser473 or on Thr308 residues, leading to the activation of different signaling pathways [113,114]. This is the first step of ectopic lipid accumulation in the liver, before liver steatosis, which is observed in non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) patients [115].

How do GCs induce insulin resistance in the liver? GCs were originally named for their ability to promote gluconeogenesis in the liver. They play central roles in the regulation of energy metabolism. In humans and in several experimental models, GCs have The overall action of GCs on mature adipocytes leads to an increase in lipolysis (augmented LIPE, ATGL, and MGLL), a decrease in glucose uptake (decreased GLUT1 and GLUT4) and insulin resistance (reduced IRS1).

Glucocorticoids and Insulin Resistance in Adipose Tissues at the Cellular Level

At the physiological level, under a stress or upon fasting, GC increase lipolysis in white adipocytes to mobilize energy in the form of glycerol and FFA. However, under pathological conditions, a long-term GC excess drives lipodystrophy and fat depots' insulin resistance (Box 3). As such, 3T3-L1 cells treatment with DEX reduced the insulin-induced glucose uptake via a decreased expression of the GLUT1 transporter and a decreased translocation of GLUT4 to the plasma membrane. Additionally, DEX decreased the insulin receptor substrate (IRS-1) phosphorylation and protein expression, indicating a direct impact of GC on insulin signaling [91] (Figure 2). Additionally, acute GC treatment induces upon GR binding, the early expression of the pro-adipogenic transcription factor C/EBP. Second, upon priming of the cells with insulin or with the PKC inhibitor staurosporine, murine 3T3-L1 and 3T3-F442A cell lines treated with GC show an increase in the expression of PPARG2 and of the phosphorylation of C/EBPα, two key transcription factors involved in the differentiation of white preadipocytes [92][93][94]. In contrast, in mature adipocytes, DEX treatment decreases the expression of PPARG2, SREBP1C, C/EBPα, and FABP4, indicating a decrease in anabolic pathways while increasing lipolysis (increased expression of lipases LIPE, ATGL, MGLL) and decreasing glucose uptake [92] (Figure 2). More recently, a study demonstrated that GC can either induce or inhibit the adipogenic differentiation program of muscle-resident fibro-adipogenic progenitors depending on the cellular concentration in cAMP [95]. Moreover, the inhibitory effects of GC-bound GR on adipogenesis were mediated through the up-regulation of a known GR target: GILZ. Indeed, under antiadipogenic conditions, GILZ is known to bind PPARG2 and inhibit its expression in mesenchymal stem cells (MSCs) [95]. Overall, GCs increase but are not necessary to the recruitment of progenitor cells towards adipogenesis, while decreasing insulin sensitivity in mature cells, mirroring what can be observed in vivo [70,92]. These results were confirmed in vivo since the absence of GR in the adipose tissue of mice does not prevent normal white and brown fat development [93,96]. Interestingly, both MR and GR are known to have target genes involved in adipogenesis, lipogenesis and lipolysis. Aldosterone induces adipogenesis, while MR antagonists reduce preadipocyte differentiation in vitro [97,98]. In turn, MR promotes adipogenesis through activation of mTOR/S6K1 driving the activation of PPARγ and C/EBP signaling, but also through the activation of mTORC2 and AKT signaling [99]. GRE are found in the promoter regions of LIPE, ATGL, MGLL, coding for enzymes of the lipolytic pathway (Figure 2). Moreover, some of the GR-mediated effects of GC on lipolysis are thought to be mediated through ANGPTL4 and PI3KR1, leading to elevated cAMP and perilipin levels in adipocytes [100]. GCs are known to inhibit insulin-mediated glucose uptake in adipocytes, thereby defining the insulin resistance of adipose tissue [101] (Figure 2). One of the proposed mechanisms inhibiting adipocyte glucose uptake is the accumulation of reactive oxygen species (ROS) in adipocytes upon acute GC treatment. Indeed, antioxidant treatment reverses GCs' deleterious effects in the 3T3-L1 cell line and adipose tissue insulin resistance in an obese mouse model [101]. Additionally, transcriptomic and CHIPseq analysis identified the vitamin D receptor as a direct target of GR, directly involved in GC inhibition of glucose uptake by cells [102].

Glucocorticoid Impact on Non-White Adipose Tissues

White VAT or SCAT are not the only fat depots responding to GCs. Chronic GC treatment decreases UCP-1 activity in the BAT in rodents and in Human, whereas an acute treatment increases brown fat activity in humans, but not in rodents [103]. Recently, BAT-specific GR-KO mice show no change in insulin resistance in response to diet-induced obesity, nor are losing the capacity to thermoregulate [104]. Additionally, IR KO in brown adipocytes results in an insulin secretion defect and a glucose intolerance but without insulin resistance, indicating a different metabolic impact of the insulin resistance in the BAT vs. WAT [67]. Recently, interest has been given to the characterization of the bone marrow adipose tissue (BMAT). GCs are inducing BMAT expansion. Moreover HSD11B1-/mice fail to develop BMAT [105]. Interestingly, BMAT glucose uptake is non-responsive to insulin nor GC variations. However, as stated by the authors, the basal glucose uptake is higher in BMAT than it is in WAT, suggesting a non-negligible involvement of BMAT in glucose homeostasis [62].

Glucocorticoid Impact on the Endocrine Function Of Adipose Tissues

In clinical practice, GC are used for their anti-inflammatory and immune-suppressive properties. Adipose tissues are endocrine organs that secrete pro-or anti-inflammatory adipokines as well as adipokines involved in metabolic regulations. A high level of GC impacts the secretion of leptin and adiponectin by the adipose tissue [106]. As a feedback loop, leptin and adiponectin modulate the GC production by the HPA [107]. Knock-down of GR but not MR in human adipocytes decreases the adiponectin and leptin secretion and increases . MR activation promotes adipose tissue inflammation and both pro-inflammatory M1 and anti-inflammatory M2 macrophage recruitment via the secretion of TNF-α, MCP1, and Il-6 [79,99]. In the context of insulin resistance, adipokines can have either positive or negative effects on the other tissues involved in the establishment of insulin resistance. As such, adiponectin, visfatin, and IGF1 can have a positive impact on pancreatic beta cell proliferation or function. At the opposite, leptin, apelin, TNF-α, and resistin can have detrimental effects (reviewed in [109]).

Box 3. Summary of the Impact of GCs on Adipose Tissue.

In humans and rodents, chronic GC exposure leads to adipose tissue insulin resistance, macrophage recruitment in the adipose tissues, an increase in the VAT, a reduction in the SCAT and an increase in lipolysis, characterized by FFA release in the circulation and ectopic storage of fat depots in liver, skeletal muscles and pancreas. The detrimental effects of GCs are mediated by both the GR and the MR as demonstrated by the use of pharmacological antagonists or adipocyte-specific GRand MR-KO in vivo and in vitro. At the cellular level, GCs increase adipocyte lipolysis via an increase in the expression of lipases (LIPE, ATGL, MGLL), a decrease in the glucose uptake via the downregulation of the GLUT1 and GLUT4 transporters, and induce insulin resistance via a decrease in IRS1 expression and activity. On the contrary, in preadipocytes, GCs have pro-adipogenic effects through a GR-mediated increase in the expression of C/EBPβ and PPARG2 transcription factors (Figure 2).

Effects of Glucocorticoids on Liver Function

In the liver, insulin stimulates glucose utilization and storage through glycolysis, glycogen synthesis, and lipogenesis. Simultaneously, insulin decreases hepatic glucose production by inhibiting gluconeogenesis and glycogenolysis (Box 4).

In the liver, glucose is transported through the glucose transporter GLUT2, which is not sensitive to insulin. Glucose and insulin act synergistically in hepatic cells. Glucose can then exert some direct effects, as the translocation from the nucleus to the cytoplasm of glucokinase (GK), which phosphorylates glucose into glucose-6-phosphate. The role of insulin is to stimulate the expression and activity of enzymes implicated in glucose metabolism and to repress the activity of neoglucogenic enzymes, such as G6Pase or PEPCK, the neoglucogenesis rate limiting enzymes. Under normal conditions, after insulin treatment, AKT is activated by Ser473phosphorylation, which in turn phosphorylates and inhibits FOXO1 on Ser256, thereby suppressing PEPCK expression (for review, [110]).

In the liver, insulin also promotes lipogenesis, by stimulating the expression of proteins implicated in the de novo lipogenesis like SREBP-1c, FAS or ACC. However, these transcriptional effects require time and can be detected only 8 h after the insulin treatment [111]. Therefore, insulin favors lipogenesis mainly by acting on the enzyme activity, through phosphorylation/dephosphorylation mechanisms.

Mechanistically, the expression and activity of neoglucogenic enzymes (PEPCK and G6Pase) is controlled by FOXO1, even in a hyperglycemic context, as the activity of the transcription factor is not inhibited by AKT. The importance of FOXO1 in hepatic insulin resistance was demonstrated using transgenic animals. In fact, the invalidation of the IR specifically in the liver (LIRKO mice) resulted in hepatic insulin resistance. The concomitant invalidation of FOXO1 was sufficient to suppress this insulin resistance [112].

As a consequence of adipose tissue insulin resistance, the lipid storage activity of the liver is maintained. More specifically, lipids originating from the adipose tissue are reesterified in the liver. Moreover, there is an activation, which is independent of the insulin action, of the key transcription factors of the de novo lipogenesis pathway, SREBP-1c and ChREBP. This activation could result from the differential activation of AKT. In fact, the substrates of AKT are different according to its phosphorylation on Ser473 or on Thr308 residues, leading to the activation of different signaling pathways [113,114]. This is the first step of ectopic lipid accumulation in the liver, before liver steatosis, which is observed in non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) patients [115].

How do GCs induce insulin resistance in the liver? GCs were originally named for their ability to promote gluconeogenesis in the liver. They play central roles in the regulation of energy metabolism. In humans and in several experimental models, GCs have been shown to antagonize insulin action by inhibiting insulin-mediated glucose uptake and utilization by insulin-sensitive tissues [116][117][118]. GCs promote liver neoglucogenesis and hepatic glucose production. GCs are traditionally regarded as 'flight and fight' hormones, and in the fasted state they have a fundamental role to mobilize fuel for ATP generation, gluconeogenesis, glycogenolysis, and lipolysis.

Regarding glucose metabolism in the liver, GCs promote PEPCK gene expression, enhance its translation, and favor PEPCK enzyme synthesis and activity [119] (Figure 3). GCs stimulate PEPCK gene expression rapidly, between 30 and 60 min, through the induction of cAMP production, allowing the liver cells to adapt quickly to metabolic changes, through a switch from glycolysis to neoglucogenesis. However, if GCs promote PEPCK gene expression, the stability of PEPCK mRNA is decreased by GCs. This enhancement of both mRNA generation and degradation enables the liver to respond rapidly to different metabolic conditions and switch easily from catabolic to anabolic states and vice versa.

However, long-term exposure to GC results in deleterious side effects such as hyperglycemia, hepatosteatosis, and insulin resistance. This was observed in patients suffering from Cushing's syndrome, from chronic stress, or treated chronically by GCs. The mechanisms allowing GCs to switch from glucose storage to hepatic glucose production in an acute stressful situation are the same than those promoting hepatic insulin resistance, by counteracting the effects of insulin on the liver.

These effects of GCs have been extensively described in different in vivo models, mainly in rodents in which the concentration of circulating GCs was induced or reduced, either by modulating 11b-HSD1 activity, by grafting pellets of GCs or by directly injecting DEX in mice or rats. Other studies have chosen to directly act on the GR, in order to modulate the GC signaling pathway and to analyze the consequences on metabolism and hepatic function.

whether GC can promote hepatic secretion of SERPINB1. The physiological neoglucogenic role of GC is essential for the transition from an anabolic to a catabolic state, during fasting, but when their production is deregulated, or when the GR pathway is over-activated, the physiological actions are disrupted, leading to liver insulin resistance with glucose overproduction and increased blood glucose levels with an associated lipogenesis, causing hepatosteatosis. In the liver, the activation of the GC-GR signaling pathway inhibits the IR pathway and Akt activity and induces FOXO1, which in turn stimulates PEPCK and G6Pase expression and, ultimately, glucose production (Figure 3). HSD11B1 is highly expressed in the adipose tissue, the brain, but also in the liver. It has been observed that the level of expression and activity of the enzyme is increased in T2D patients, as well as in rodent models of diabetes (hyperphagic diabetic db/db mice and diabetic Goto-Kakizaki rats) [120][121][122]. To get insight in the role of 11b-HSD1 in the development of insulin resistance and T2D diabetes, different strategies of gain or loss of function were developed.

The total invalidation of HSD11B1 or its pharmacological inhibition in rodent has demonstrated an improvement in glucose tolerance, insulin sensitivity as well as reduced body weight gain [123,124]. If mice with a specific liver invalidation of HSD11B1 presented no metabolic effect, the specific hepatic overexpression of the enzyme led to normal glucose tolerance in mice with hyperinsulinemia and dyslipidemia and an increase in hepatic fat content. The analysis of gene expression profile showed an increased expression of key lipogenic genes such as FAS. If SREBP-1c expression was not altered, the expression of Liver X receptors (LXR), which controls FAS expression, was induced [125,126].

When DEX was injected in rats (1 mg/kg/day administration for five days), as expected, the animals became insulin-resistant. Regarding insulin signaling pathway in the liver, the protein level of IR was unchanged, whereas the levels of IRS1 and PI3K protein were increased [127]. In spite of this increased expression, protein phosphorylation was dramatically decreased by 40% for IR and 60% for IRS1, and the PI3K activity was decreased by 80%, thus dramatically inhibiting insulin signal [127].

This inhibition of insulin signaling prevents AKT activation and then FOXO1 inhibition, which can then stimulate the expression of its neoglucogenic target genes.

When GCs bind to GR, the complex translocates from the cytoplasm to the nucleus, where it binds on the DNA to GRE or nGRE. It seems that the anti-inflammatory effects of GCs are mainly linked to the repression of inflammatory genes, whereas the metabolic effects of GCs are more likely linked to the activation of gene expression (e.g., PEPCK gene) [128].

Liver-specific deletion or pharmacological blockade of the GR has been shown to have beneficial effects, including decreased fasting plasma glucose and insulin levels and reducing the progression to diabetes. Furthermore, anti-sense oligonucleotides directed against the GR have shown liver-specific effects, decreasing fasting hyperglycemia, reducing fasting insulin levels and decreasing GC-stimulated hepatic glucose output [129][130][131][132].

Concerning PEPCK gene, two GREs have been identified on its promoter [133]. Different GR-associated binding proteins and related receptors have also been implicated in modifying GR action. To fully induce gene expression, GR acts in synergy with different factors, such as hepatocyte nuclear factor-α, cAMP response element-binding protein, C/EBPβ, transcriptional coactivator 2 (TORC2), FOXO1, peroxisome proliferator-activated receptor γ-coactivator 1-α (PGC1α), mediator subunit-1 (MED1), and steroid receptor coregulator-1 (SRC-1) [134]. PGC1α expression is repressed via the AKT pathway in response to insulin [135,136], and under GR activation, it participates to the onset of hyperglycemia, through inducing expression of hepatic neoglucogenic genes. Indeed, PGC1α expression is necessary and sufficient to promote expression of PEPCK gene both in vivo and in vitro in cultured primary hepatocytes, but the addition of DEX alone or in combination with cAMP strongly potentiates its effects [137]. However, the role of PGC1α on hepatic metabolism was recently revisited, as Besse-Patin et al. demonstrated that PGC1α regulates the expression of IRS1/2 in hepatocytes, preparing the response to insulin during the fast-to-fed transition [138].

MED1 is a receptor binding protein important for normal GR function in the liver. Liver-specific deletion of MED1 protects against DEX-induced hepatic steatosis, which is a hallmark of hepatic insulin resistance [139].

Recently, a new partner of the GR, the protein E47, has been identified as a GR modulator and has been implicated in hepatic lipid and glucose metabolism. Indeed, E47-invalidated mice are protected from steroid-induced hyperglycemia, dyslipidemia and hepatic steatosis. GR and E47 were found to bind to the promoters of metabolic genes like glycerol-3-phosphate acyltransferase, GK, PEPCK, G6Pase and insulin-like growth factor binding protein-1 [140].

GC treatment can also act on hepatic metabolism through the activation of other targets. Indeed, in a rat model of Cushing's syndrome, animals were adrenalectomized bilaterally and pellets containing 100 mg of corticosterone were implanted under the skin. In these animals, insulin concentrations were higher, with no difference in blood glucose, indicating that these animals were insulin-resistant. They exhibited high plasma levels of leptin, cholesterol, and TAG. In the liver, the lipid content was increased, and the authors could observe an increase in adenosine monophosphate-dependent kinase (AMPK) activity. This in vivo hepatic activation of AMPK was a direct effect of GC, as it could be reproduced in HepG2 cells [141]. AMPK is an energy sensor [142] and is activated by a decrease in ATP and a concomitant increase in AMP cellular content. Once activated, AMPK switches off anabolic pathways such as fatty acid, TAG and cholesterol synthesis, as well as protein synthesis and transcription, and switches on catabolic pathways, including glycolysis and fatty acid oxidation.

The AMPK pathway is involved in GC-induced regulation of fatty acid utilization. In fact, DEX treatment could activate AMPK and improve hepatic lipogenesis, whereas the inhibition of AMPK by compound C suppresses hepatic lipogenesis induced by DEX [143]. Then, AMPK, as a target of GR, transduces the lipogenic/pro-steatosic effect of GC observed in insulin-resistant liver.

Liver X receptors (LXRs) are members of the nuclear hormone receptor superfamily and have crucial roles in cholesterol and lipid metabolism. They are transcription factors involved in the de novo lipogenesis through the induction of SREBP1c expression. There are two isoforms (LXRα and β) and LXRβ-KO mice are protected from hepatic steatosis despite elevated circulating GC levels and this has raised the potential of LXRβ as a therapeutic target to treat and prevent GC-induced hepatic steatosis [144]. This hypothesis was tested through the administration of LXRβ specific antagonist (GSK2033) to mice. The authors could observe that the blockade of LXRβ could also inhibit the hepatic insulin resistance induced by DEX administration in mice. The antagonist blocked the GC-GR pathway at different levels, by decreasing GR translocation into the nucleus and the recruitment of GR co-activators on the PEPCK promoter. The full mechanisms are not completely understood and still have to be deciphered [134].

Functional regulations of GCs on mitochondria have also been reported. Mitochondria are the center of energy supply in cells, providing more than 95% of ATP required for cell metabolism. GCs, via their action on hepatocyte mitochondria, are implicated in the hepatocyte cellular defect, which can initiate or amplify hepatic insulin resistance. This deleterious action of GCs on hepatic mitochondria was recently observed in the liver of DEX-treated mice [145]. The authors reported an alteration in mitochondrial DNA (mtDNA), which led to a mitochondrial dysfunction, with an increased ROS production and a decreased ATP production, causing a cellular dysfunction. In vitro, DEX treatment on isolated hepatocytes induced an increase in ROS levels, reduced ATP synthesis, opened the mitochondrial transition pore and damaged mtDNA. Moreover, DEX treatment causes the disruption of the structure and function of hepatocyte mitochondria [145].

Recently, it was observed that in response to hepatic insulin resistance (LIRKO mice), hepatic cells secrete a serine proteinase inhibitor, SERPINB1, which stimulates pancreatic beta cell proliferation in mouse and human islets. The purpose of the study was to understand the mechanisms allowing pancreatic islet hyperplasia in this mouse model [146]. Since then, an increased plasma level of SERPINB1 has been described in type 2 diabetic patients [147]. Until now, no relation has been made between SERPINB1 and GC. However, since in our mouse model of severe insulin resistance induced by GC, an increase in pancreatic beta cell proliferation was observed [49], it could be interesting to study whether GC can promote hepatic secretion of SERPINB1. The physiological neoglucogenic role of GC is essential for the transition from an anabolic to a catabolic state, during fasting, but when their production is deregulated, or when the GR pathway is over-activated, the physiological actions are disrupted, leading to liver insulin resistance with glucose overproduction and increased blood glucose levels with an associated lipogenesis, causing hepatosteatosis. In the liver, the activation of the GC-GR signaling pathway inhibits the IR pathway and Akt activity and induces FOXO1, which in turn stimulates PEPCK and G6Pase expression and, ultimately, glucose production (Figure 3).

Effect of Glucocorticoids on Skeletal Muscles

Skeletal muscles account for 40% of whole-body mass in a lean subject and are responsible for most of insulin-stimulated glucose uptake [148]. Skeletal muscles are also major storage sites of amino acids that are substrates for hepatic glucose production through neoglucogenesis. Thus, skeletal muscles are highly involved in glucose homeostasis and their resistance to insulin represents a key pathogenic event in the alteration of total glucose uptake in insulin resistant as well as in diabetic patients. In parallel, skeletal muscles are also targets of GCs, as illustrated by the dramatic muscle atrophy or wasting during chronic GC exposure, such as Cushing's syndrome [149]. More precisely, GCs are known as potent antagonists of insulin action on skeletal muscles and the underlying molecular mechanisms have been investigated during the past decades. Globally, as GCs are catabolic hormones required to mobilize storage to provide energy for the organism (to respond to danger, stress or metabolic imbalance), their action on muscle is to decrease glycogen stores and degrade proteins into amino acids, substrates for hepatic glucose production (Box 5 and Figure 4).

Muscles are major sites for glucose uptake, utilization, and storage (in the form of glycogen). Glucose is transported from the blood to the cytosol of muscle cells through the specific glucose transporter GLUT4. Upon insulin stimulation, GLUT4 enriched vesicles are very quickly translocated from the cytosol to the membrane, leading to increased GLUT4 density and glucose transport. Studies have previously demonstrated that GC decrease glucose uptake in skeletal muscles through the inhibition of GLUT4 translocation induced by insulin [150]. GC also reduces glycogen synthesis in muscle cells through suppression of the activity of glycogen synthase, the enzyme that catalyzes glycogen storage from glucose [151]. GC act on insulin signaling through the binding to their receptors as shown by studies revealing a strong correlation between GR mRNA levels in the muscle and insulin resistance in diabetic patients [152]. Moreover, treatment of diabetic patients to normalize insulin sensitivity also results in the normalization of GR expression in muscles, suggesting a strong link in between GR signaling and insulin sensitivity [122,152].

promoter [164]. An indirect control of myostatin by GCs has also been suggested and may involve C/EBP transcription factors [165]. Interestingly, the deletion of myostatin gene strongly reduced the muscle atrophy induced by GC chronic treatment. Thus, myostatin is clearly implicated in the impact of GCs on muscle atrophy, a role that may implicate a reduction of PI3K/AKT signaling pathway [166]. However, myostatin has not yet been clearly involved in insulin sensitivity. In muscles, GCs decrease insulin action through many molecular targets such as IRS-1, PI3kinase, AKT, GSK3. Altogether, these proteins are modified by GC exposure ultimately leading to decreased GLUT4 translocation to the plasma membrane, decreased glucose transport, and protein catabolism (Figure 4). Glycogen synthesis is reduced through increased GSK3 and reduced GC. Finally, insulin resistance is also induced by GCs through reduced Akt, GLUT4, and IR pathway.

Glucocorticoid-Induced Insulin Resistance in Other Tissues

Bone

A prolonged exposure to GCs, whether its related to a Cushing's syndrome or to GC treatment, induces insulin resistance in bone cells, translating into an increase in bone marrow adiposity and osteoporosis [167]. In turn, GCs control the differentiation and function of osteoblasts, osteocytes, the bone forming cells and of osteoclasts, the bone resorbing cells [167]. At high doses, GCs impair the expression of genes involved in the WNT signaling pathway, inhibiting the differentiation of precursor cells into osteoblasts. Additionally, GCs induce the production of the receptor activator of nuclear factor kappa- Concerning glycogen storage in muscles, a specific kinase called glycogen synthase kinase 3 (GSK3) phosphorylates and inhibits glycogen synthase. When insulin is elevated, AKT is activated and phosphorylates GSK3 to reduce its activity, leading to glycogen formation [151]. In contrast, GC are able to decrease the level of phosphorylated GSK3 resulting in an increased level of its dephosphorylated and active form, thus inhibiting glycogen synthase. Alternatively, GC play a permissive role for catecholamine action on muscles. GC are indeed required for the reduction of glycogen synthase activity induced by catecholamine treatment in rats [157].

In a mouse model of hyperphagic and insulin resistant mice, ob/ob mice, GC blood levels are elevated [158]. Normalization of such levels by adrenalectomy in those mice restores muscle insulin sensitivity. In mice fed with a high fat diet, muscle insulin sensitivity is impaired and the use of a GR antagonist, RU38486, is sufficient to rescue muscle insulin sensitivity. Finally, in the muscle, the level of the receptor for the insulin-sensitizing adipokine adiponectin is reduced upon GC treatment [159].

Due to this interconnected control of insulin signaling by GCs, studies have been conducted to define whether GC inhibition may improve insulin sensitivity, especially in skeletal muscles. As the enzyme 11b-HSD1 controls the levels of active GC, 11b-HSD1 inhibitors have been used in mice to define whether insulin sensitivity was increased. Actually, treatment of mice with a specific 11b-HSD1 inhibitor led to decreased blood glucose levels through decreased levels of the inhibitory form of IRS1 (phosphorylated on Serine 307) and increased levels of the activated form of AKT [160].

Among molecules that are controlled by GC and may be involved in the control of insulin signaling, myostatin has drawn a particular interest. Myostatin is a negative regulator of muscle growth. It controls muscle cell differentiation [161]. Invalidation of myostatin leads to mice with hypertrophied muscles [162]. Interestingly, myostatin can inhibit AKT activation [163], and GC stimulate the expression of myostatin, suggesting a role for this myokine in the GC-induced inhibition of AKT (Figure 4). It has been proposed that GC directly induce myostatin expression since they can increase the activity of myostatin promoter [164]. An indirect control of myostatin by GCs has also been suggested and may involve C/EBP transcription factors [165]. Interestingly, the deletion of myostatin gene strongly reduced the muscle atrophy induced by GC chronic treatment. Thus, myostatin is clearly implicated in the impact of GCs on muscle atrophy, a role that may implicate a reduction of PI3K/AKT signaling pathway [166]. However, myostatin has not yet been clearly involved in insulin sensitivity.

Box 5. GC Effects on Skeletal Muscles.

In muscles, GCs decrease insulin action through many molecular targets such as IRS-1, PI3kinase, AKT, GSK3. Altogether, these proteins are modified by GC exposure ultimately leading to decreased GLUT4 translocation to the plasma membrane, decreased glucose transport, and protein catabolism (Figure 4).

Glucocorticoid-Induced Insulin Resistance in Other Tissues

Bone

A prolonged exposure to GCs, whether its related to a Cushing's syndrome or to GC treatment, induces insulin resistance in bone cells, translating into an increase in bone marrow adiposity and osteoporosis [167]. In turn, GCs control the differentiation and function of osteoblasts, osteocytes, the bone forming cells and of osteoclasts, the bone resorbing cells [167]. At high doses, GCs impair the expression of genes involved in the WNT signaling pathway, inhibiting the differentiation of precursor cells into osteoblasts. Additionally, GCs induce the production of the receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) increasing osteoclast formation, activation, and survival, while inhibiting the production of osteoprotegerin (OPG), an inhibitor of RANK/RANKL signaling. GC also stimulate osteoblast and osteocyte apoptosis through activation of proapoptotic factors of the BCL-2 family [167]. Interestingly, insulin resistance induced by the deletion of one allele of the IR in osteoblasts decreased insulin sensitivity of the muscle and the WAT, highlighting the complex crosstalk that exists between insulin-sensitive tissues. Moreover, GCs induce a decrease in the circulating levels of osteocalcin, a hormone participating in the insulin sensitivity of different tissues [168]. Recently, circulating osteocalcin levels have also been shown to be dysregulated in humans rendered insulin-resistant after GC treatment [169].

Gut

In response to insulin, enterocytes internalize GLUT2 from the basolateral site of enterocytes in order to prevent further transport of glucose in the blood during hyperglycemia. However, in insulin-resistant animals, GLUT2 trafficking is disturbed and the enterocytes lose the capacity to limit glucose absorption [170,171]. Moreover, obesity induces systemicbut also gut-specific inflammation, via the release of pro-inflammatory cytokines by T-cells, which contribute to enterocyte insulin resistance in humans and rodents [172,173]. Indeed, the gut immune system regulates glucose metabolism, notably through the impacted release of gut-derived hormones, such as Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1), known to promote insulin secretion by pancreatic beta cells. As such, TNF-reduces GLP-1 secretion by enteroendocrine cells [174]. Moreover, local inflammation induced by obesity participates to modifications of the gut microbiota and to altered epithelial barrier, worsening systemic inflammation and metabolic disorders [174]. In this context, it is therefore not surprising that synthetic GC treatment or activation of the HPA axis impact positively on enterocyte function and local inflammation [175]. Interestingly, an extra adrenal production of GCs is found in several tissues including immune system, adipose tissue, brain and intestine [176]. The gut microbiota also plays a role in the diurnal synthesis of corticosterone by intestinal epithelial cells (IECs). Indeed, interactions between bacteria and Toll-like receptors located on IECs decrease the expression of PPAR that results in the down-regulation of corticosterone throughout the day. Accordingly, mice kept in a germ-free environment or chronically treated with antibiotics develop hyperglycemia and insulin resistance because of the sustained production of corticosterone in the gut [177].

In addition to its effect on insulin sensitivity in gut, GC have also a specific effect on the incretin GLP-1. Indeed, GLP-1 is released by enteroendocrine cells and improves the glucose-induced insulin secretion by pancreatic beta cells. Both in vivo and in vitro, GC decrease the secretion of GLP-1 in response to glucose by enteroendocrine cells [178].

Brain

The brain is an insulin-sensitive organ. IR are expressed in all brain cell types, from neurons to endothelial cells, but the density and subunits of the receptor (alpha or beta) vary between regions, with the highest expression found in the cerebellum, hippocampus, cerebral cortex, striatum, olfactory bulb, and hypothalamus. Despite this wide representation of IR among the brain, insulin acts differently on the brain than on peripheral organs. For example, the brain represents only 2% of body weight in humans but consumes about 20% of glucose-derived energy (neurons are the cellular type with the highest energy demand) [179]. Studies show that GLUT4, an insulin-dependent glucose transporter, is also co-expressed in some brain regions relative to learning, such as the hippocampus [180] or the hypothalamus [180], suggesting the importance of an insulin-stimulated glucose influx in these regions for metabolic control. In fact, mice lacking GLUT4 in the central nervous system have a reduced glucose uptake in the brain, but they are also glucose intolerant, present a hepatic insulin resistance and impaired glucose sensing, demonstrating the importance of GLUT4 expression in the brain for peripheral glucose sensing and glucose metabolism [181]. Nevertheless, the main glucose uptake in the brain is insulinindependent, through the glucose transporter GLUT3 [182], demonstrating another role for insulin in the brain apart from its hypoglycemic effect. In the brain, insulin promotes neurite outgrowth, synaptic plasticity, modulates catecholamine trafficking, the efficacy of synaptic transmission (long-term enhancement or reduction), and inhibits neuron apoptosis. Through its action on hypothalamus, insulin has systemic metabolic effects by suppressing hepatic glucose production [183], lipolysis in adipose tissue [184], and by decreasing food intake [185][186][187].

Of interest is the origin of insulin in the brain: if the majority of studies designates pancreatic beta cells as the source of brain's insulin, a few and controversial works suggest a de novo synthesis in the brain [188,189]. Pancreatic insulin is believed to penetrate brain thanks to a specific, saturable carrier located on capillary endothelial cells [190]. An interesting study using human adipose tissue-derived microvascular endothelial cells shows that uptake of a fluorescent-tagged insulin was saturable and competed by S961, an IR antagonist, suggesting that the microvascular brain insulin carrier could be the IR [191]. A princeps study investigated the effects of DEX on insulin transport into the brain in vivo and showed that DEX decreased insulin uptake by 49%. In link with their previous finding that the Km (Michaelis-Menten constant which measures the kinetics of an enzyme reaction) of the still unknown insulin transporter is comparable to the Kd (dissociation constant which reflects affinity of a ligand for its receptor) of IR, they hypothesized that insulin transport into the brain is mediated via an IR-related mechanism that is sensitive to inhibition by GC [192]. Since insulin action on hypothalamus decreases food intake and helps maintaining weight, GC-induced deficiency in insulin transport to the brain may mediate some of the metabolic effects of GC excess, like weight gain, adipose tissue expansion, and increased production of hepatic glucose. Chronic exposure to GC is known to impair neural plasticity, in particular synaptic plasticity which is at the basis of learning and memory capacities [193][194][195]. In addition, growing evidences linked a decrease in cognitive function and an increase of neuropsychiatric disorders, such as Alzheimer's disease, to T2D and brain insulin resistance (defined as a decrease in brain IR activity and sensitivity) [182]. Piroli et al. demonstrated that short-term (one-week) corticosterone administration to rats does not reduce IR expression in the hippocampus but significantly reduces IR activity, with reduced insulin-stimulated phosphorylation of the IR and decreased total AKT and total GLUT4 protein expression. They propose that the GC-induced insulin resistance in the brain could lead to a deficit in hippocampal plasticity, allowing hippocampal dysfunction observed in patients suffering from Cushing's syndrome, T2D, or Alzheimer disease [196,197]. Likewise, Stranahan et al. showed in two models of diabetic rodents, insulin-deficient (streptozotocin-treated) rat and insulin-resistant (ob/ob) mice, a reduced hippocampal synaptic plasticity and adult neurogenesis, leading to impaired hippocampus-dependent memory. As these two models present elevated GC levels, they elegantly demonstrated that defects in hippocampal synaptic plasticity are reversed under restoration of normal GC levels. Of interest is that administration of high doses of corticosterone to adrenalectomized mice reinstates learning deficit, suggesting that corticosterone is the major contributor to hippocampal impairment and no other adrenal factors. Stranahan et al. then hypothesized that cognitive impairment in diabetes may result from a GC-mediated deficit in neurogenesis and synaptic plasticity [198]. In humans, the same pattern of association between insulin resistance, elevated GC levels and alteration of cognitive functions, such as memory, is observed [199][200][201]. For example, patients with Cushing's syndrome display memory, cognition and attention impairment [202]. However, a cohort study upon middle-aged T2D patients reported that only subjects with diabetic complications present an enhanced cortisol secretion [203]. To conclude, a strong correlation between GC and a decline in cognitive functions has been observed; however, the precise mechanisms are still not deciphered, and it is still not clear whether these effects of GC are linked to GC-induced brain insulin resistance.

Conclusions

GCs are potent inducers of insulin resistance in all insulin-sensitive tissues. They are catabolic hormones and modify the insulin pathway that is the main anabolic pathway. Molecular mechanisms to do so are multiple and imply several molecules from the insulin receptor to transcription factors. Yet, the imbalance in the insulin sensitivity induced by GC may be compensated if beta cells are able to adapt and produce more insulin (Figure 5). Further research should then focus on how new molecules with therapeutic efficiency similar than GC but without side effects could be developed. In parallel, the mechanisms underlying beta cell adaptation to GC-induced insulin resistance require to be investigated, to prevent glucose homeostasis dysregulations triggered by GC.

Molecular mechanisms to do so are multiple and imply several molecules from the insulin receptor to transcription factors. Yet, the imbalance in the insulin sensitivity induced by GC may be compensated if beta cells are able to adapt and produce more insulin (Figure 5). Further research should then focus on how new molecules with therapeutic efficiency similar than GC but without side effects could be developed. In parallel, the mechanisms underlying beta cell adaptation to GC-induced insulin resistance require to be investigated, to prevent glucose homeostasis dysregulations triggered by GC. Impacts of GC treatment on the white adipose tissue, liver, and skeletal muscles, which are the main organs and tissues involved in the establishment of insulin resistance, as well as on the pancreas, which secretes insulin, are presented. Upon GC treatment, WAT, liver, and skeletal muscles develop insulin resistance but also influence each other and the pancreatic endocrine function through the secretion of peptides, adipokines, and myokines. Chronic exposure to GCs is associated with a pancreatic adaptation, characterized by an increase in basal insulin secretion, augmented beta cell proliferation leading to islet hyperplasia, and increased islet density, an indirect evidence of islet neogenesis.

VSMCs play a pivotal role in atherogenesis when switching to proliferating/migratory/secretory cells involved in the fibrous cap synthesis or by acquiring a macrophage-like phenotype when engulfing oxidized low-density lipoprotein (ox-LDL). 2 Becoming lipid laden cells (ie, foam cells), they contribute to the plaque vulnerability by sustaining the plaque core and secreting inflammatory components rather than the fibrous cap components. 3 The transcription factor Slug/Snail2 is a critical regulator of cell phenotypic transition. Both members of the Snail family of zinc-finger transcription factors, Snail1 and Snail2/Slug, are known to play a major role in epithelial-mesenchymal transition, which decreases epithelial properties and increases migratory properties, invasiveness and apoptotic resistance of epithelial cells during embryogenesis and cancer metastasis. 4 This particular switch of phenotype shares some similarities with VSMC changes observed during atherosclerosis. In fact, VSMCs: (1) become spindle-shaped cells with migratory protrusions, and (2) undergo a decrease of their differentiation markers including the smooth muscle actin (SMA) and an increase of the level of proteins related to cell migration such as extracellular matrix degrading enzymes. Several in vivo studies also highlight the role of Slug in regulating inflammation. 5-8 PDGF-BB, one of the growth factors present in every step of atherogenesis, 9 is well known to direct VSMCs towards a migratory/proliferating phenotype. 10 In VSMCs, PDGF-BB also: (1) enhances the expression of multiple proinflammatory molecules including cyclooxygenase-2 (COX-2) and matrix metalloproteinase-9 involved in plaque vulnerability and thrombosis, 11-16 (2) promotes a macrophage-like phenotype, 17 and (3) synergizes with hypercholesterolemia to promote atherosclerosis with unstable plaques. 11 Snail1 and/or Slug are often targeted by the PDGF signaling pathway to induce such a profound phenotypic switch in other cell types. 18-21 Here, we highlight, for the first time, the presence of Slugexpressing VSMCs in advanced atherosclerotic lesions of human carotid samples and demonstrate that Slug participates in PDGF-BB-mediated transdifferentiation of VSMCs without triggering any migration against all expectations. Based on these results, we now suggest a causal relationship between Slug expression and plaque vulnerability and thrombogenicity, suggesting a mechanistic link between acute cardiovascular diseases and cancer. 22 

Methods

The authors declare that all supporting data are available within the article (and its online supplementary files).

Compounds, cells, cell media, and their sources are listed in Table S1.

Production of ox-LDL

Human low-density lipoprotein purification and their oxidation were performed as previously described. 23 Human Dil-labeled ox-LDLs (Dil-ox-LDLs) were purchased from Thermofisher Scientific (catalog number L34358).

Cell Cultures

Rat VSMCs were isolated from aorta as previously described. 24 The university's ethic committee approved the experiments on rats, and all animal procedures were conformed to European Directive 2010/63/E. Sources of human primary aortic smooth muscle cells (AoSMCs) and related products are indicated in Table S1.

VSMCs were cultured in DMEM containing 1 g/L glucose, 10% fetal bovine serum, 4 mmol/L L-glutamine, 100 U/mL penicillin, and 100 lg/mL streptomycin (rat VSMC) or smooth muscle growth medium-2 containing 5% fetal bovine serum, penicillin/streptomycin, and smooth muscle cell-specific growth factors and supplements (AoSMCs). All of the experiments were performed at cell passages ranging from 2 to 3 (rat VSMC) or from 5 to 7 (AoSMCs). Treatments are shown in

Clinical Perspective

What Is New?

• The platelet-derived growth factor-BB-mediated increase of prostaglandin E2 secretion, known to play a key role in atherosclerotic plaque rupture and arterial thrombosis, is a Slug-dependent event in vascular smooth muscle cells. • The platelet-derived growth factor-BB-mediated downregulation of genes encoding proteins involved in cholesterol efflux (ATP-binding cassette transporters A1 and G1) and in plaque vulnerability/thrombogenicity is a Slug-dependent event in vascular smooth muscle cells. • Human type V and VI atherosclerotic lesions show smooth muscle-specific myosin heavy chain-/Slug-positive cells surrounding the prothrombotic lipid core.

What Are the Clinical Implications?

• This study reinforces the therapeutic potential of drugs targeting the platelet-derived growth factor/platelet-derived growth factor receptor pathway for the prevention of acute clinical complications of atherosclerosis. the figure legends. Sixteen hours before any treatment, cells were made quiescent in a serum-free medium. Primary cultures of human macrophages were obtained from mononuclear cells isolated from buffy coats of healthy normolipidemic donors, provided by the French Blood Institute (EFS). The isolation procedure and culture conditions were as described in Jumeau et al. 25 All blood donors were volunteers who gave their free and informed written consent, which conformed to the ethical standards of the Declaration of Helsinki. Legal and ethical authorization for the use of collected blood for research was obtained through a national convention between the French National Institute of Health and Medical Research (INSERM) and the EFS (convention number 15EFS012).

Adenovirus Transduction

Adenovirus delivering the hemagglutinin-human Slug cDNA was constructed as previously described. 26 VSMCs were transduced for 24 hours at a multiplicity of infection of 45 in a complete medium before starving them overnight for treatment.

siRNA Transfection

Transfection of siRNA was performed using Lipofectamine RNAiMAX Reagent (Thermo Fisher Scientific) as previously described. 27 Slug siRNA is a mixture of 3 siRNAs (0.3 nmol/L each). The sequences for rat Slug siRNA are shown in Table S2.

RNA Extraction and Polymerase Chain Reaction Reactions

Total RNA was extracted with the ReliaPrep RNA Cell Miniprep System, according to the manufacturer's protocol (Promega). Reverse transcription and quantitative polymerase chain reaction were performed as previously described. 28 The primers used for selective amplification of the cDNAs are shown in Table S2. Melting curve analyses were performed to check reaction specificity. Real-time polymerase chain reaction data are presented as the amount of each target cDNA relative to the amount of cDNA for cyclophilin A (for rat genes) or hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (for human genes).

Total Cell Lysates for Western Blot Analysis

Cell lysates were obtained as previously described. 28 

Subcellular Fractionation for Western Blot Analysis

Cells were collected in PBS, centrifuged at 500g, and pellets were suspended in 20 mmol/L Tris-HCl pH 7.4, 10 mmol/L NaCl, 3 mmol/L MgCl 2 supplemented with proteases and phosphatases inhibitors. NP-40 detergent (0.125%) was added 1 minute later before a 10-minute centrifugation at 3000g at 4°C. The supernatant corresponding to the cytoplasmic fraction was collected. Pelleted nuclei were lysed in the cell extraction buffer (Invitrogen) complemented with proteases and phosphatase inhibitors, incubated for 30 minutes on ice and vortexed every 10 minutes before being centrifuged for 30 minutes at 14 000g at 4°C. The ultimate supernatant containing nuclear proteins as well as the cytoplasmic fraction were analyzed for their protein content before SDS-PAGE.

Western Blot

Proteins were transferred to a nitrocellulose membrane and Western blot was performed as described. 28 Antibody binding was detected with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies (Table S3) and enhanced chemiluminescence on a Fujifilm LAS-300 Imager (Fujifilm Medical Systems). We used GAPDH detection to control for equal protein loading and transfer efficiency.

Wound-healing assay was performed as previously described. 27 

Immunocytochemistry

The cells seeded on coverslips were infected with hemagglutinin-tagged human Slug. 26 Serum-starved infected cells were then treated for 1 hour with PDGF-BB (10 ng/mL). Cells were fixed in paraformaldehyde and permeabilized with 0.2% Triton X-100. After blocking in 5% fetal bovine serum, cells were incubated with an anti-hemagglutinin primary antibody and then with an Alexa Fluor 594-conjugated mouse antibody (Table S3). Cell nuclei were visualized using 4 0 ,6 0 -diamidino-2phenylindole. The coverslips were mounted in fluorescence mounting medium and examined with a DMi8 S microscope (Leica Microsystems).

Dil-Ox-LDL Uptake

Dil-ox-LDL uptake by VSMCs was examined either with fluorescence microscopy or flow cytometry. For fluorescence microscopy, cells were seeded on collagen-coated coverslips and pretreated with vehicle or PDGF-BB (rat: 10 ng/mL, 6 hours; human: 10 ng/mL, 24 hours) before adding Dil-ox-LDL (rat: 10 lg/mL, 16 hours; human: 10 lg/mL, 4 hours). Cells were fixed and cell nuclei were stained as described above. The coverslips were mounted in fluorescence mounting medium and examined with a DMi8 S microscope. For flow cytometry, the cells were detached with trypsin (0.25% trypsin, 0.02% EDTA), harvested with PBS, centrifuged at 1500g for 5 minutes and resuspended in PBS containing 2% paraformaldehyde. Flow cytometry was performed using an EPICS XL instrument, with Expo32 software (Beckman Coulter). Data were calculated by subtracting the cell autofluorescence from the fluorescence of the treated samples and expressed as mean fluorescence intensity.

Immunohistochemistry

Human carotid endarterectomy samples were collected from patients undergoing surgery at the Centre Cardiologique du Nord (Saint-Denis, France). All patients underwent an interview before surgery and gave their informed consent to use their carotid samples, considered as surgical waste in accordance with French ethical laws (L.1211-3 to L.1211-9) and the INSERM ethics committee. Tissue samples were fixed in 3.7% paraformaldehyde, processed for embedding in paraffin, and 10 lmol/L sections were cut. Pentachromestained lesions were classified on the basis of their histological composition and structure in accordance with the report from the American Heart Association Committee on Vascular Lesions. 29 Antigen detections were performed as previously described. 30 Slug, SMA, smooth muscle-specific myosin heavy chain, and CD68 primary antibodies are described in Table S3. Pictures were taken on a Leica DMRB microscope using a Leica QWIN system.

Prostaglandin E2 Assay

Prostaglandin E2 (PGE2) secretion was evaluated with an enzyme immunoassay kit from Cayman Chemical SPI-BIO.

Statistical Analysis

All data are presented as the meanAESEM of at least 4 independent experiments. Nonparametric Mann-Whitney tests were performed to compare different experimental conditions. Differences were considered significant if P<0.05.

Results

Slug is Expressed in Human Carotid Atherosclerotic Lesions by VSMC Displaying a Macrophage-Like Phenotype

We examined Slug expression on paraffin-embedded crosssections of human carotids displaying typical type V atherosclerotic lesions according to Stary et al's classification 29 (Figure 1). To this end, we used a human Slug antibody referred to as Slug antibody # 1 in Table S3. The efficacy and specificity of this antibody has been validated in situ on pancreas sections of mice. 31 As shown in Figure 1, brown staining indicated by black arrows, corresponding to Slug-positive cells, clearly appeared at the periphery of the acellular necrotic core (*). Identical results were obtained using another Slug antibody (referred to as Slug antibody # 2, in Table S3) tested for its efficacy and selectivity on sections of invasive ductal carcinoma of breast (data not shown). Slug signal was not detected in SMA-positive VSMCs, whether they are localized in the medial layer or in the fibrous cap (Figure 1). However, Slug labeling partially merged that of: (1) CD68, a macrophage marker described to be also expressed by transdifferentiated VSMCs that have adopted a foam phenotype, 32,33 and ( 2) smooth muscle-specific myosin heavy chain, a specific VSMC marker. 34 Similar results are observed on type VI atherosclerotic lesions (ie, ruptured type V lesion; Figure S1). Primary cultures of human AoSMCs display a clear basal expression of the Slug mRNA (Figure 2A, left) and protein (Figure 2A, right), whereas Slug transcript and protein were neither detectable in primary culture of human macrophages (Figure 2A, left and right) activated or not by proinflammatory cytokines (Figure 2B). Conversely, Snail1 mRNA is well detected in AoSMCs and primary cultures of human macrophages (Figure S2). These results demonstrate that Slug-positive cells within human culprit plaques are chiefly transdifferentiated VSMCs that have adopted a macrophagelike phenotype.

Slug is Stabilized by PDGF-BB in AoSMCs

The absence of the Slug protein in medial differentiated VSMCs (Figure 1) suggests that Slug protein level is increased in Slug-positive cells in response to growth factors or inflammatory molecules secreted within the neointima. We investigated the ability of PDGF-BB to enhance Slug expression in AoSMCs since: (1) as previously mentioned, PDGF-BB is a key actor of multiple aspects of VSMC transdifferentiation, and (2) some PDGF family members have been demonstrated to trigger Snail1 and Slug expression in other cell types. 18-21 As shown in Figure 3A, Slug protein level was significantly increased by 4.14-fold (n=4, P=0.0286) upon treatment with 10 ng/mL of PDGF-BB as soon as 2 hours (lane 3 versus lane 1) and declined progressively. The PDGF-BB-mediated increase of Slug does not involve SLUG gene upregulation since Slug mRNA level remains unchanged upon PDGF-BB treatment up to 6 hours (Figure 3B). Consistently with Snail and Slug proteins being highly unstable and degraded by the proteasome, treatment with the proteasome inhibitor MG132 (10 lmol/L, 1-6 hours) triggers a timedependent enhancement of Slug protein (Figure 3C upper). When PDGF-BB is added during the MG132 treatment, it only slightly increases MG132 effect on Slug protein level (Figure 3C,lower). Altogether, these results strongly suggest that PDGF-BB stabilizes Slug protein in VSMCs. It should be noted that PDGF-BB does not promote any change of expression of the green fluorescent protein that is expressed in the virus under the control of the same promoter as hemagglutinin-Slug (data not shown).

When infected cells are treated with increasing doses of PDGF-BB during 1 hour, the positive effect on hemagglutinin-Slug expression starts at 1 ng/mL and reaches a maximum effect at 10 ng/mL (Figure 4A, lower; see Figure S3A, lower, for densitometry analysis). Treating VSMCs with the proteasome inhibitor MG132 (10 lmol/L, 1-6 hours, Figure 4B, upper; see Figure S3B, upper, for densitometry analysis) triggers a time-dependent increase of hemagglutinin-Slug similar to the effect of MG132 on endogenous Slug in human AoSMCs (Figure 3C). Pretreating VSMCs with MG132 (10 lmol/L, 4 hours) before adding PDGF-BB (10 ng/mL, 1 hour) did not increase the PDGF-BB effect on hemagglutinin-Slug protein level (Figure 4B, lower; see Figure S3B, lower, for densitometry analysis). PDGF-BB treatment increases Slug predominantly in the nucleus, as shown by immunocytofluorescence experiments (Figure 4C) and by cell extract fractionation approach discriminating cytosolic and nuclear proteins such as GAPDH and histone deacetylase 1, respectively (Figure 4D). Altogether, these results strongly suggest that, in VSMCs, the PDGF-BB stabilizes Slug expression by inhibiting its proteasome-mediated degradation and by promoting Slug translocation towards the nucleus.

In epithelial cells, the ubiquitination as well as the proteasome-mediated degradation of the Snail family members involve glycogen synthase kinase-3b (GSK3b)-dependent phosphorylations. Conversely, the increase of Slug level within the cell in response to inflammatory mediators, hypoxia, or growth factors occurs through the inhibition of GSK3b activity. 35-38 It has been shown that in rat VSMCs expressing hemagglutinin-Slug, PDGF-BB treatment rapidly triggers GSK3b phosphorylation and therefore the inhibition of GSK3b activity through the PI3kinase-Akt pathway. 39 We then treated infected VSMCs with PDGF-BB and the PI3kinase inhibitor LY2940002 (25 lmol/L) and monitored Slug level (Figure 5A, left panel, and 5C); the phosphorylation status of Akt and GSK3b (Ser9) were measured as positive controls of LY2940002 treatment. Surprisingly, the positive effect of PDGF-BB on Slug is slightly increased by LY2940002 (lane 4 versus lane 3). Consistently, the level of Slug protein remains undetectable in cells treated by CHIR99021, a selective inhibitor of GSK3b. As expected, MG132 used as a positive control strongly raises the level of Slug (Figure 5A, right panel, lane 3) and this level was potentiated when adding both CHIR99021 and MG132 (Figure 5A, right panel, lane 4). As expected, LY2940002 inhibits the PDGF-BB-induced phosphorylation of both Akt and GSK3b, albeit to a lesser extent for GSK3b (Figure 5A, left panel, lane 4 versus 3, and 5C).

Site directed mutagenesis established serine 87 and 104 of Slug as extracellular signal-regulated kinase (ERK) phosphorylation motifs. 40 When experiments of similar design were performed with 2 pharmacologic inhibitors of the ERK1/ 2 pathway (U0126 and PD98059, Figure 5B and 5C), the increase of Slug level obtained by PDGF-BB treatment was inhibited as compared with cells treated with PDGF-BB alone (lane 5 and 6 versus 4). As expected, the phosphorylation of ERK1/2 is reduced, whereas total level of ERK remains stable (lane 2 and 3 versus 1). Altogether, these results demonstrate that PDGF-BB stabilizes Slug through the mitogen-activated protein kinase/ERK1/2 cascade and rule out any involvement of the PI3kinase/Akt/GSK3b pathway.

Slug is Involved in the PDGF-BB-Induced VSMC Transition Towards an Inflammatory Phenotype Slug has been shown to be particularly involved in cell migration during embryonic development and tumor progression. 41 We next determined whether VSMC migration and/or proliferation induced by the PDGF-BB is a Slug-dependent phenomenon. To this end, we took advantage of the woundhealing assay and measured the recolonization capacity of PDGF-BB-treated VSMCs transfected with 3 interfering RNA duplexes (Slug siRNA). Slug siRNA mixture's efficiency and specificity (Figure S4) are attested by a strong inhibition of the expression of Slug mRNA (85% versus control siRNAtransfected cells, P=0.0012) with no effect on Snail1 and Snail3 transcripts expression. As shown in Figure 6, PDGF-BB (10 ng/mL) induced a near-complete recolonization of the experimental wound within 48 hours by the control siRNAtransfected cells. Interestingly, Slug inhibition did not have any impact. The same observations could be made when the wound healing assay was stopped earlier (15 hours postinjury, Figure 6), ie, when cells migrate without proliferating upon PDGF-BB treatment. 42 The lack of effect of Slug siRNA on the PDGF-BB-induced recolonization at 15 and 48 hours post-injury clearly demonstrates that the Slug transcription factor is neither involved in the proliferation nor in the migration of rat VSMCs.

Several studies have highlighted the role of Slug in regulating inflammatory gene expression possibly by interacting with specific E-box elements present in their promoters. 5-8 In atherosclerotic plaques, the secretion of the proinflammatory PGE2, one of the products of COX-2, activates matrix metalloproteinase secretion from macrophages, making the plaque vulnerable 14,15 and enhancing platelet thrombogenicity. 16 In VSMCs, the COX-2 gene is strongly induced by PDGF-BB 43 and is upregulated in oral keratinocytes through a Snail1-dependent mechanism. 44 In addition, COX-2 gene activation by PDGF-BB in VSMCs translates into a significant rise in COX-2 protein 12 and secreted PGE2 levels (around 10-fold as compared with control, P=0.0286; Figure S5). Based on that, we thought of determining whether Slug could play a role in the expression of COX-2 and the related PGE2 secretion induced by PDGF-BB. As shown in Figure 7, Slug siRNA significantly reduced the increase of COX-2 transcripts (Figure 7A), COX-2 proteins (Figure 7B), and secreted PGE2 molecules (Figure 7C) induced by PDGF-BB (10 ng/mL) as compared with control VSMCs transfected by siCtrl was of %55%, 55%, and 47%, respectively, to that of VSMCs transfected with SLUG siRNA, and that in PDGF-BB-treated VSMCs processed with U0126 or PD98059 was of %60%, %70% and %75%, or %55% and 45%, respectively. These results demonstrate that the Slug transcription factor is involved in the PDGF-BB-induced transitions of VSMCs towards an inflammatory state, which favors atherosclerotic plaque instability.

Slug is Involved in the PDGF-BB-Mediated Downregulation of Genes Involved in Cholesterol Efflux

As mentioned in the introduction, PDGF-BB allows VSMCs to become foam cells. 17 Consistently, PDGF-BB triggers Dil-ox-LDL uptake in rat (Figure 8A) and human VSMCs (Figure S6), but this effect is Slug independent (Figure 8A). Indeed, the PDGF-BB-mediated uptake of Dil-ox-LDLs is similar whether in Slug siRNA or control-transfected cells as evidenced in fluorescence microscopy (upper) and flow cytometry (lower) data. However, the maintenance of a foam phenotype also results from impaired cholesterol efflux by ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1) and G1 (ABCG1). 45 The PDGF-BB suppresses ABCA1 gene and protein expression in human VSMCs (data not shown and reference 46) and similar results were found in rat VSMCs (Figure 8B). Knocking down the expression of Slug significantly inhibits PDGF-BBmediated and G1 gene inhibition (Figure 8B). Of note, Slug siRNA transfection significantly increases basal expression of both genes. Altogether, this last set of experiments is in favor of an important role of Slug in the deleterious effect of PDGF-BB on cholesterol efflux.

Discussion

The increase of Slug upon PDGF-BB treatment in VSMCs was consistent with what was previously observed for Snail1 and Snail2 in mesenchymal, endothelial, and prostate cancer cells. 18-21 Experiments demonstrating that PDGF-BB increases Slug protein without affecting mRNA levels indicate that this growth factor stabilizes Slug protein. The PDGF-BBdependent mechanism of Slug stabilization in VSMCs does not involve the inhibition of GSK3b activity like in most epithelial cell types, 36-38 but the activation of the ERK1/2 pathway (Figure 5). As for Snail1 in breast cancer cells and prostate cancer, 47 ERK1-and/or 2-mediated phosphorylation of Slug or an intermediary protein may protect Slug from the ubiquitination and subsequent proteasome degradation, leading to its nuclear accumulation.

Our in vitro results rule out any involvement of Slug in the migration and proliferation of VSMCs induced by the PDGF-BB. This seems to contradict the results obtained by Coll-Bonfill et al, 48 which demonstrate that Slug participates in the seruminduced proliferation/migration of human pulmonary artery SMCs in primary cultures. However, in this study, Slug Consistently with the PDGF-BB-positive effect on the foam phenotype of VSMCs, 17 this growth factor increases ox-LDL entry (Figure 8A and Figure S6) and decreases the expression of genes encoding proteins involved in cholesterol efflux (ABCA1 and ABCG1,Figure 8B and 46). The efflux of cholesterol is likely to be regulated by Slug since Slug knockdown not only prevents the PDGF-BB inhibitory effect on these 2 genes but also increases their basal expression. Consistently, we found SNAI2 MA0745.1 motifs (JASPAR CORE 2018 vertebrates library) within the promoters of human and mouse ABCA1 and ABCG1 genes by an extensive in silico analysis using the FindM software (The Eukaryotic Promoter Database) and selecting "best matches" or "all matches" sequences.

By modulating cholesterol homeostasis, Slug may be a key transcription factor to the PDGF-BB-mediated plaque vulnerability 11,50 and apoptotic effects 45 involved in plaque thrombogenicity. 51 Our in vitro results also demonstrate that in VSMCs, Slug is involved in the PDGF-BB-induced expression of COX-2 and related PGE2 secretion, also making Slug a protagonist of the PDGF-BB-induced VSMC phenotypic transition towards an inflammatory phenotype. The role played by Slug in VSMC phenotypic transition is consistent with the fact that Slug is a critical regulator of cell fate by playing determinant roles in epithelial-mesenchymal transition, 4 endothelial-mesenchymal transition, 52 and, more broadly, cell identity. 53 Although the precise Slug-dependent molecular mechanism by which PDGF-BB increases the expression of the COX-2 gene remains to be explored, it is probably an indirect process such as the one regulating the VIMENTIN gene in cancerous cells. 40 Indeed, we found: (1) no Slug-specific response element within the rat, mouse, or human COX-2 gene, and (2) Slug is probably phosphorylated by ERK1/2 in VSMCs (the present study) and phosphorylated Slug, which is critical for VIMENTIN induction, does not directly bind the VIMENTIN promoter. As suggested for VIMENTIN gene upregulation mediated by Slug, COX-2 gene upregulation probably involves additional transcription factors that are recruited by Slug in a Slug-phosphorylation-dependent manner. 40 In addition, the Slug-positive effect on COX-2 is consistent with the Snail family implication in upregulating COX-2 expression in oral keratinocytes. 44 The involvement of Slug in the PDGF-BB effect on the COX-2 gene provides an explanation as to how PDGF-BB can induce the COX-2 gene without activating nuclear factor jb-dependent signaling pathway in VSMCs. 54 Our in vivo results demonstrate the existence of Slugexpressing cells in the neointima of human atherosclerotic plaques surrounding the lipid core (Figure 1), among which some are positive for the macrophage marker CD68, negative for SMA, and positive for smooth muscle-specific myosin heavy chain, respectively, early and late marker of SMC differentiation. 55 There is extensive evidence that SMCs within atherosclerotic lesions lack detectable expression of conventional SMC markers such as SMA and turn on the expression of macrophages markers. 56 In addition, human macrophages, activated or not, do not express any Slug transcript conversely to human VSMCs where Slug transcript and protein are well detected (Figures 2A and 3A). Based on these results, our in vitro results, and the literature, we conclude that neointimal Slug-expressing cells are most likely VSMCs that have adopted a macrophage-like phenotype and secrete PGE2, therefore contributing to plaque rupture and thrombogenicity. Based on the fact that Snail1 also promotes tumor progression and metastasis through an increase in PGE2 level, 57 Snaildependent PGE2 secretion would be involved in life-threatening complications of both cancer and atherosclerosis.

Ox-LDL, one the main risk factors of atherosclerosis, has been shown to stabilize Snail1 in endothelial cells. 58 Here, we show that ox-LDLs synergize with PDGF-BB to increase Slug level and possibly Slug activity (Figure S7). Studies show that ox-LDLs triggering atherogenesis also cause cell transformation towards a malignancy status. This would be caused, at least in part, by their high density of the LOX-1 receptor. 59 Altogether, this suggests that the ox-LDL-induced cells showing partial transformation with some tumor-typical aspects is a Snail1/2-dependent phenomenon and defines Snail1/2 as a possible molecular connection between cardiovascular diseases and cancers. This hypothesis would provide a molecular explanation to the relationship between a high level of ox-LDL and cancer and reinforce the idea that controlling cholesterolemia and oxidative stress prevents both cardiovascular diseases and cancer.

Conclusions

Our results support a causal relationship between Slug and atherogenesis and propose a new role of Slug in plaque vulnerability and thrombogenicity, which is the cause of the acute clinical complications of atherosclerosis. This further emphasizes the already suggested roles of Snail1/2 in atherosclerosis where they would drive endothelial-mesenchymal transition, leading to plaque calcification, endothelial permeability, and plaque vulnerability. 60 Our results demonstrating a PDGF-BB/Slug-dependent change of phenotype of VSMC towards an inflammatory status renew the interest in PDGFs and their receptors as possible targets in treating atherosclerosis. 61 Imatinib, which selectively inhibits tyrosine kinase activity of PDGF receptors, has been prescribed to treat patients with gastrointestinal stromal tumor and chronic eosinophilic leukemia. Imatinib may now be tested in cardiovascular diseases since in mice it reduced inflammation markers and increased plaque stability. 
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  l'insulinorésistance elle-même ou d'un effet direct des glucocorticoïdes sur les cellules bêta ? Si l'insulinorésistance est à l'origine d'une telle adaptation pancréatique, existe-t-il une valeur seuil d'insulinorésistance nécessaire au déclenchement de cette adaptation ? -Quels sont les effets de l'âge sur la détermination de cette valeur seuil et leurs conséquences sur les capacités d'adaptation des cellules bêta ? -Peut-on caractériser et quantifier sans biais techniques majeurs la néogenèse des cellules bêta chez la souris adulte ? -Quels sont les facteurs pro-néogéniques produits dans notre modèle et quelle est leur origine tissulaire ? Pour répondre à ces questions, nous nous attacherons d'abord à définir la notion d'homéostasie glucido-lipidique et décrire les organes impliqués dans son maintien. Puis, nous définirons les causes et les conséquences de la rupture de cet équilibre dans le développement des diabètes, qu'ils soient d'origine génétique, auto-immune, médicamenteuse ou environnementale. En réponse, nous étudierons les mécanismes permettant la plasticité adaptative du pancréas endocrine via notamment la régénération ou Introduction Bernard énonce le concept selon lequel « Tous les mécanismes vitaux, quelque variés qu'ils soient, n'ont toujours qu'un but, celui de maintenir l'unité des conditions de la vie dans le milieu intérieur. » (Introduction à l'étude de la médecine expérimentale). C'est en 1932 que le physiologiste Walter Bradford Cannon crée le mot « homéostasie » (du grec stasis : état, position et homoios : stable, semblable ; The Wisdom of the Body) pour nommer la capacité des êtres vivants, ou « systèmes ouverts complexes », à stabiliser et réguler leur organisation et composition interne en réponse à des stress endogènes et exogènes. Il s'agit d'un équilibre dit dynamique, c'est-à-dire que pour chaque modification de l'environnement interne ou externe, un organisme va tendre à conserver son milieu interne au plus proche de son état d'équilibre et cela avec la plus faible amplitude d'oscillations autour de cet état d'équilibre. Pour ce faire, de nombreux mécanismes cellulaires et hormonaux permettent la réparation, la protection et le maintien de l'homéostasie au sein des organismes. Par ce principe d'équilibre, l'énergie dépensée pour permettre la formation, le maintien, la transformation mais aussi la dégradation de structures au sein d'un organisme (cellules, nutriments, ADN, organelles, organes, etc.) doit être compensée également par une entrée afin de maintenir son homéostasie métabolique. 2) Métabolisme énergétique L'homéostasie métabolique repose sur l'utilisation de trois grandes catégories de substrats : les glucides, les lipides et les protéines. Pour chacun de ces nutriments, des processus cataboliques et anaboliques permettent respectivement la production ou le stockage de l'énergie par les cellules en fonction de l'état nutritionnel de l'organisme, de la disponibilité de ces substrats et de signaux nerveux et/ou hormonaux contrôlant leur utilisation et la prise alimentaire. a) Métabolisme glucidique Le glucide simple le plus consommé pour les réactions métaboliques est le glucose, permettant la formation massive et rapide de l'unité énergétique la plus utilisée : l'ATP. Les stocks d'ATP au sein de l'organisme sont faibles et son rôle d'intermédiaire dans de nombreuses réactions nécessite un renouvellement important. La respiration cellulaire, ou voie aérobie, présente le meilleur rendement production d'ATP/molécule de glucose. Premièrement, la dégradation du glucose en pyruvate, ou glycolyse, a lieu dans toutes les cellules de l'organisme animal et permet la production d'énergie libre sous forme d'ATP selon l'équation : Glucose + 2 ADP + 2 Pi + 2 NAD+ -----> 2 pyruvate + 2 ATP + 2 H2O + 2 NADH,H+. Par la suite, le pyruvate formé lors de la glycolyse permettra la production d'énergie via sa transformation en Acétyle Coenzyme A (Acetyl-CoA) au niveau de la mitochondrie puis son entrée dans le cycle de Krebs, générant ainsi pour 1 Acétyl-CoA + 4 NAD+ + FAD + ADP + Pi + 2 H2O -----> 3 CO2 + 4 NADH + 4 H+ + FADH2 + 1 ATP. Enfin, la phosphorylation oxydative réalisée par la chaine respiratoire mitochondriale produit à partir du NADH et du FADH2 provenant de la glycolyse et du cycle de Krebs, 34 ATP supplémentaires. Une molécule de glucose permet donc, grâce à la respiration cellulaire, la production de 38 ATP.

  respectivement de l'acide chlorhydrique et le pepsinogène. L'environnement acide permet de dénaturer les protéines du bol alimentaire mais également d'activer le pepsinogène en pepsine, capable alors d'hydrolyser les protéines pour les dégrader en peptides et en acides aminés. Lors du passage du bol alimentaire au niveau du duodénum, les sécrétions pancréatiques déversées, riches en bicarbonate, neutralisent l'acide chlorhydrique. Les sucs pancréatiques contiennent également des enzymes essentielles pour la digestion des protéines, telles que la trypsine, la chymotrypsine et l'élastase. Stockées sous formes inactives dans les acini pancréatiques, ces enzymes sont activées dans le duodénum par l'entérokinase sécrétée par les entérocytes. Ainsi, le trypsinogène inactif est converti en trypsine active, ellemême responsable de l'activation de la chymotrypsine. Ces deux enzymes permettent la protéolyse des complexes protéiques restants et la libération d'acides aminés simples. Des cotransporteurs sodiques transportent ensuite des acides aminés simples à travers la paroi intestinale pour qu'ils rejoignent la circulation sanguine puis le foie. Seul 20% des acides aminés assimilés passent dans la circulation générale pour servir à la synthèse protéique globale, le reste subissant des processus de transamination, d'oxydation ou servant à la synthèse protéique hépatique. Ce processus d'absorption intestinale et de traitement hépatique permet de maintenir l'aminoacidémie (concentration sanguine en acides aminés libres) à l'équilibre même lors d'un apport protéique exogène massif : on parle alors d'extraction splanchnique (2). Néanmoins, seuls 25% des besoins en acides aminés sont couverts par l'alimentation et la source principale d'acides aminés provient de la protéolyse, ou catabolisme protéique, c'est-à-dire la dégradation et le recyclage des protéines de l'organisme. Sans entrer dans les détails, la protéolyse implique trois grands systèmes cellulaires : le lysosome pour la dégradation des protéines intracellulaires à demi-vie longue, les membranes cellulaires et les protéines extracellulaires ; le système calpaïne-calpastatine pour les protéines cytosquelettiques ; et le protéasome, système ATP-dépendant, pour la majorité des protéines intracellulaires à demi-vie longue ou courte et les protéines anormales (non fonctionnelles et potentiellement toxiques pour la cellule). Ces systèmes permettent d'obtenir des acides aminés simples. La dégradation irréversible des acides aminés (ou catabolisme oxydatif des acides aminés) a lieu principalement dans le foie. Il est d'abord nécessaire de séparer l'azote du squelette carboné par des réactions de transamination. Pour cela, les aminotransférases assurent l'échange d'azote entre des acides aminés donneurs à dégrader et les acides alphacétoniques accepteurs, donnant des acides alpha-aminés. Ainsi, dans le muscle squelettique le pyruvate donne l'alanine et dans le foie le glutamate donne la glutamine qui vont tous deux permettre le transport de l'ammoniaque (résidu azoté toxique sous sa forme libre) vers le foie. Dans le foie, le cycle de l'urée permet la désamination du squelette carboné et l'élimination de l'ammoniaque sous forme d'urée (déchet azoté neutre, hydrosoluble et concentré) ensuite excrété par les reins. Le radical carboné (cétoacide) obtenu peut être ré-aminé, à l'identique ou non, pour fournir les acides aminés nécessaires à la synthèse protéique. En cas de jeûne prolongé, le cétoacide peut aussi être dégradé en pyruvate ou en acétyl-CoA et ainsi entrer dans le cycle de Krebs pour fournir de l'énergie sous forme d'ATP (tous les acides aminés sont néoglucogéniques).

  du pancréas, du foie, du tissu adipeux, du muscle et des glandes surrénales dans l'homéostasie énergétique. a) Le pancréas Le pancréas est une glande amphicrine, c'est-à-dire composée d'une partie exocrine et d'une partie endocrine. Il est situé dans le rétropéritoine et allongé transversalement entre le duodénum et la rate. Cet organe a deux fonctions essentielles : premièrement, le pancréas exocrine est un acteur majeur du processus de digestion en permettant l'absorption des graisses, des sucres et des protéines ingérées. Deuxièmement, le pancréas endocrine est central dans la régulation de la glycémie en agissant au niveau de ses tissus cibles principaux que sont le muscle, le foie et le tissu adipeux pour y induire le stockage ou la libération des substrats énergétiques. Fonction exocrine La partie exocrine du pancréas est constituée de cellules acinaires et de cellules canalaires. Les cellules acinaires, organisées en acini, sécrètent le suc pancréatique (environ 1,5L par jour chez l'Homme) constitué d'eau, d'électrolytes et additionné d'ions bicarbonates produits par les cellules canalaires, pour neutraliser l'acidité du chyme stomacal ainsi que des enzymes clés de la digestion des sucres (amylase), des graisses (lipase) et des protéines (trypsine, chymotrypsine, carboxypeptidase). Ce suc est déversé dans la lumière des canaux par exocytose. Les différents canaux qui parcourent l'ensemble du pancréas se rejoignent pour former le canal principal, ou canal de Wirsung. Ce dernier rejoint le canal cholédoque pour former une structure de contrôle du déversement des sécrétions biliaires et pancréatiques appelée ampoule de Vater (ou ampoule hépatopancréatique) et libérer son contenu dans le duodénum. C'est à ce niveau que les enzymes pancréatiques sont activées pour permettre l'hydrolyse des triglycérides en monoglycérides et acide gras, des sucres complexes en monosaccharides et des protéines en dipeptides et acides aminés facilement absorbables par les entérocytes.

  l'entrée du glucose circulant. Après activation de PI3K/AKT, les protéines kinase C (PKC) zeta/lambda sont recrutées et permettent de lever le signal de rétention transgolgien des vésicules contenant GLUT4. Parallèlement, le IR activé recrute la protéine CAP (c-CBL Associated Protein) qui se lie à sa c-CBL phosphorylée. Le complexe CAP-c-CBl s'associe à des radeaux lipidiques membranaires et à la protéine Flotilline. Ce nouveau complexe recrute à son tour différents partenaires (CrkII, C3G et la GTPase TC10) pour permettre la polymérisation de faisceaux d'actine. Les vésicules contenant GLUT4, à l'aide du moteur moléculaire Myoc1c, vont rapidement remonter les filaments d'actine néo synthétisés pour rejoindre la membrane plasmique. L'expression de VAMP2 (système de reconnaissance vésicule-membrane plasmique de type SNARE) à la surface des vésicules permet alors la fusion de ces dernières avec la membrane plasmique, via la reconnaissance de Syn4, et l'intégration de GLUT4 dans la bicouche lipidique. Cette dernière étape nécessite elle aussi l'action de l'insuline, indépendamment de la voie PI3K, pour lever l'inhibition exercée par la protéine Synip sur Syn4. De ce fait, l'activité de GLUT4 est triplement dépendante du signal insuline (séquestration, translocation et fusion avec la membrane plasmique) pour permettre les influx de glucose dans la cellule cible.
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 1 Figure 1 : Schéma de la sécrétion d'insuline en réponse au glucose (A) et (B) profil de sécrétion biphasique de l'insuline. D'après Castiello, F Rafael et al. Lab on a chip vol.16,3 (2016) 

  de la prise alimentaire tout en prenant en compte l'exercice physique et le sommeil. Il est important d'adapter l'insulinémie à la dépense énergétique afin d'éviter des phases d'hyper ou d'hypoglycémie, ces dernières constituant un risque important pour la santé à long terme. Plus particulièrement, l'alternance d'hyper et d'hypoglycémies accroit le risque de pathologies cardiovasculaires chez le patient DT1 (74). L'insulinothérapie associe le maintien basal de l'insulinémie et des pics, ou bolus, au cours des repas. L'insulinémie basale étant fondamentale pour réguler les efflux de glucose hépatique, différentes formes d'insuline exogène ont été mises au point. En manipulant la séquence d'acides aminés de l'insuline native ou en couplant l'insuline avec d'autres molécules (acides gras par exemple), l'absorption de l'insuline peut être ralentie ou accélérée en fonction des besoins du patient (73). Ainsi, au cours d'un repas le bolus injecté est constitué d'insuline rapide et la nuit d'insuline lente d'une durée d'action de plusieurs heures (75). L'insuline peut être administrée plusieurs fois par jour par injection sous-cutanée à l'aide de seringues ou de « stylos » à insuline. Un autre dispositif plus largement utilisé consiste en une pompe à insuline reliée à un cathéter sous-cutané qui permet de délivrer l'insuline basale et un bolus à chaque repas, évitant ainsi au patient de se piquer. Enfin, en connectant un appareil de surveillance continue du glucose (CGM) et une pompe à insuline, les algorithmes développés par l'entreprise française Diabeloop analysent en temps réel la glycémie et automatisent l'administration d'insuline. Ce système en boucle fermée, appelé pancréas artificiel et actuellement en essai clinique, prend aussi en compte les données

Figure 3 :

 3 Figure 3 : Effets des GC sur les hépatocytes. Les GC inactifs sont activés sous l'action de la 11b-HSD1. La liaison des GC à leur récepteur (récepteur GC ou GR) conduit dans les hépatocytes à la production de glucose via une augmentation de la néoglucogenèse (PEPCK et G6Pase augmentées), à l'exportation de lipides et au développement d'une insulinorésistance via une peturbation de la voie de l'IR, l'activation d'Akt et l'augmentation de l'expression de FOXO1. D'après(65) 

Figure 4 :

 4 Figure 4 : Effets des GC sur les adipocytes. Les GC inactifs sont activés par l'action de l'enzyme spécifique 11b-HSD1. Les GC peuvent alors se lier au GR ou au MR. L'action globale des GC sur les adipocytes matures entraîne une augmentation de la lipolyse (augmentation de LIPE, ATGL et MGLL), une diminution de la captation du glucose (diminution de GLUT1 et GLUT4) et une insulinorésistance (diminution de IRS1). D'après(65) 

  De façon intéressante, bien que la souris ob/ob présente une obésité massive dès le plus jeune âge, elle est relativement protégée du diabète et présente une masse de cellules bêta augmentée, notamment grâce à une augmentation d'un facteur 4 environ du volume moyen des îlots. De plus, ce modèle ne présente pas d'augmentation du nombre total d'îlots, suggérant une adaptation de masse par prolifération des cellules bêta préexistantes uniquement sans contribution de la néogenèse de cellules bêta (271). Néanmoins, l'utilisation de modèles constitutifs de mutation du signal leptine (ob/ob ou db/db chez la souris ; Fa/Fa chez le rat) a permis d'observer que le développement embryonnaire des cellules bêta est déjà affecté par la réduction du signal leptine et ce qui entraîne en compensation une augmentation de la masse bêta embryonnaire. L'utilisation d'un modèle murin d'obésité inductible (LepR loxP/loxP ), pour lequel la délétion du récepteur à la leptine est provoquée au stade jeune adulte (1,5 mois), permet de s'affranchir d'une modification embryonnaire de la masse bêta ou de sa régulation. Trois semaines après l'invalidation, les souris (mâles et femelles) présentent un doublement de leur masse corporelle associé à un doublement de leur masse de cellules bêta et allant jusqu'à un facteur 3 après 5 semaines d'obésité. De façon importante, les auteurs ont démontré, via l'administration séquentielle de deux analogues de la thymidine (BrdU et EdU à 1 semaine d'intervalle), que dans ce modèle l'expansion de la masse bêta par prolifération n'implique pas de progéniteurs spécialisés. En effet, l'expansion des cellules bêta à partir d'un même précurseur suppose la division séquentielle d'une même cellule, conduisant à l'incorporation de BrdU puis d'EdU pour donner des cellules filles doublement marquées or les auteurs n'observent que de rares cellules dans cette situation après 3 semaines. Par cette même technique, ils montrent que les cellules bêta respectent la période réfractaire nécessaire pour une nouvelle duplication, peu de cellules étant doublement marquées après 3 semaines, supposant que chaque cellule marquée ne s'est divisée qu'une seule fois au cours de ces 3 semaines. Enfin, l'utilisation d'un modèle inductible d'expression aléatoires de quatre protéines rapportrices (GFP, YFP, RFP, CFP) montre, après 3 semaines, des îlots multicolores sans population monochromatique dominante, prouvant l'absence d'expansion clonale d'un seul groupe de cellules bêta par îlot. De ce fait, il ne semble pas exister de groupe de cellules bêta dédié à une prolifération intensive et cette prolifération ne nécessite pas le recrutement de précurseurs endocrines dans ce modèle d'obésité génétique inductible (272). D'un point de vue moléculaire, plusieurs études ont permis d'élucider d'autres mécanismes inducteurs de cette prolifération dans des modèles murins, révélant l'insuline comme stimulateur de la prolifération de cellules bêta. En effet, chez le sujet obèse, l'absorption d'une grande quantité de nourriture calorique (riche en graisses et/ou en sucres) entraine une augmentation de l'insulinémie post-prandiale mais aussi basale, conséquence de l'insulinorésistance développée sur le long terme. Par exemple, l'insuline augmente la concentration en PPARγ dans les tissus insulinosensibles (273) et la délétion bêtaspécifique de PPARγ chez la souris soumise à un HFD limite l'expansion de la masse de cellules bêta (274). De la même façon, la délétion du gène codant l'isoforme PPARγ2 chez la souris ob/ob (souris POKO) réduit l'expansion de la masse de cellules bêta, mais aussi l'expansion saine du tissu adipeux blanc favorisant ainsi la lipotoxicité (275). Comme précisé précédemment, les cellules bêta sont sensibles à l'insuline et expriment l'IR. Les souris présentant une invalidation bêta-spécifique de l'IR (souris βIRKO) ont une masse de cellules bêta réduite et l'étude d'îlots isolés provenant de ce modèle montre une réduction du cycle cellulaire associée à une augmentation de la localisation nucléaire de FOXO1 et une diminution de l'expression de protéines du cycle cellulaire (276). De plus, un autre modèle de souris présentant une délétion hétérozygote de IRS2 et soumise à un HFD montre des défauts d'expansion de la masse de cellules bêta. De façon intéressante, la même équipe a montré que la délétion hétérozygote bêta-spécifique de la GK réduit la prolifération des cellules bêta en réponse à un HFD et diminue l'expression de IRS2 dans ces cellules, suggérant un lien important entre métabolisation du glucose et signalisation insulinique dans l'expansion de la masse bêta dans un modèle d'obésité (277). L'effet de IRS2 sur la prolifération des cellules bêta semble être médié par la localisation nucléaire de FOXO1, dont l'augmentation lorsque IRS2 est absent réduit la prolifération des cellules bêta en réponse à l'insuline (278). En revanche, la délétion bêta-spécifique de FOXO1 ne favorise pas la prolifération des cellules bêta mais entraine leur dédifférenciation. De ce fait, FOXO1 permet à la fois de réprimer la prolifération des cellules bêta mais aussi de maintenir leur état différencié via l'expression de gènes bêta-spécifiques (279). L'insuline agit via la voie de signalisation PI3K/AKT pour inhiber GSK3 et l'invalidation bêta-spécifique de la GSK3 induit une augmentation massive de la masse de cellules bêta chez les souris soumises à un HFD (280). L'inactivation de la GSK3 diminue l'expression de l'inhibiteur du cycle cellulaire p27 et favorise ainsi la prolifération des cellules bêta (281). De façon intéressante, les souris obèses db/db et diabétiques IRS2 -/-présentent une accumulation progressive de p27 dans le noyau des cellules bêta et une hyperglycémie chronique. La délétion de p27 dans ces modèles améliore l'état glycémique des animaux en favorisant l'augmentation de la masse bêta par prolifération, et donc l'hyperinsulinémie (282).Ainsi, les effets de l'insuline sur la prolifération des cellules bêta dans un contexte d'obésité sont multiples et font intervenir différentes voies de signalisation, rendant complexe l'isolement d'une seule voie comme piste thérapeutique dans l'obésité et l'insulinorésistance (257).Le rôle des incrétines dans l'adaptation de masse et de fonction des cellules bêta en réponse à l'obésité et l'insulinorésistance a également été étudié. L'effet insulinotrope du GLP-1 pourrait par exemple stimuler la prolifération des cellules bêta via les voies de signalisations activées par l'insuline. Néanmoins, si les incrétines ont un effet pro-prolifératifs chez le rat et dans des lignées de cellules bêta, elles ne stimulent pas la prolifération dans des cellules bêta humaines in vitro(283, 284). De plus, la concentration post-prandiale en GLP-1 est diminuée chez les individus obèses et/ou atteints de DT2 (285, 286). De même, la concentration en GIP n'est pas ou peu modifiée chez ces mêmes individus (285). Cependant, le traitement du DT2 cible les incrétines (agonistes du récepteur au GLP-1 ou inhibiteurs de DPP4) afin de favoriser la sécrétion d'insuline et réduire l'hyperglycémie. Les incrétines activent des voies de signalisation communes avec l'insuline et le glucose dans les cellules bêta (activation de la PKA, expression de CREB) (287), inhibition de p27 ou de la translocation nucléaire de FOXO1 (288) et pourraient de ce fait également stimuler la prolifération des cellules bêta en condition d'insulinorésistance et d'obésité grâce à ces mêmes voies. Ainsi, l'étude du rôle des incrétines dans la prolifération des cellules bêta chez l'Homme constitue une piste thérapeutique intéressante. Toutefois, l'effet principal documenté de ces traitements est la stimulation de la sécrétion d'insuline par remplacement du GLP-1 déficitaire chez les patients DT2. Toutefois, une xénogreffe de cellules bêta humaines sous la capsule rénale de souris soumises à un HFD a montré que ni l'insulinorésistance ni l'hyperglycémie ne stimulent la prolifération des cellules bêta humaines (289). De ce fait, les mécanismes conduisant à l'hyperplasie des cellules bêta chez le sujet humain obèse restent encore à élucider. Plusieurs hypothèses sont avancées pour expliquer l'augmentation de la masse bêta observée chez l'Homme obèse non diabétique mais leur étude est limitée par l'impossibilité d'effectuer des mesures précises in vivo. Une première hypothèse est que certains sujets obèses présentent dès la naissance une masse de cellules bêta importante et fonctionnelle, d'où une meilleure possibilité d'adaptation à un challenge métabolique tel que l'insulinorésistance, même avec un faible taux de prolifération (290). En effet, plusieurs études ont montré que chez des sujets jeunes non obèses, la masse de cellules bêta est très variable et son expansion par prolifération jusqu'à l'âge adulte également, suggérant ainsi une susceptibilité interindividuelle à la prolifération basale des cellules bêta (291, 292). Ainsi, des études génomiques menées chez l'Homme ont permis de poser l'hypothèse selon laquelle les individus présentant des polymorphismes particuliers au niveau des gènes de régulation du cycle cellulaire étaient plus susceptibles de développer un DT2. En effet, ces individus auraient une capacité limiter à expandre leur masse de cellules bêta par prolifération en réponse à l'insulinorésistance et l'hyperglycémie (293, 294). Enfin, une dernière hypothèse avance que la masse de cellules bêta plus faible observée chez les individus obèses diabétiques par rapport aux nondiabétiques proviendrait d'une augmentation de l'apoptose des cellules bêta en réponse à la glucotoxicité et la lipotoxicité. Ainsi, au stade prédiabétique une augmentation de la masse de cellules bêta pourrait être observée mais insuffisante pour contrecarrer l'insulinorésistance et l'hyperglycémie (257). Une hypothèse proposée actuellement est donc que notre masse de cellules bêta initiale, conditionnée par des facteurs génétiques et environnementaux, prédispose notre capacité à fournir l'insuline requise pour compenser les besoins en insuline imposés par l'insulinorésistance induite ou naturelle intervenant au cours du vieillissement (290). En conclusion, bien qu'extrêmement utile, l'usage de modèles murins n'offre pas une concordance parfaite des mécanismes activés en réponse à l'obésité et l'insulinorésistance chez l'Homme. Par exemple, à l'inverse des cellules bêta murines, les cellules bêta humaines ne prolifèrent pas en réponse à une forte concentration en glucose seule et nécessitent d'agir sur d'autres voies de signalisation en parallèle. En revanche, l'usage de modèle murins permet de suivre l'évolution de la masse de cellules bêta en réponse à un HFD au niveau cellulaire et moléculaire et ainsi d'orienter les études sur les modèles humains in vitro (257).b) GestationAu cours de la gestation, la croissance du foetus dépend du flux de nutriments qui s'établit entre la mère et le foetus via le placenta. Le glucose constitue une part importante des nutriments essentiels à la bonne croissance du foetus et son transport s'effectue de manière passive à travers le placenta et à l'aide de transporteurs de glucose (295). De ce fait, il doit exister un gradient entre la glycémie maternelle et foetale pour permettre un afflux de glucose vers le foetus. Pour cela, les cellules pancréatiques foetales sécrètent de l'insuline de façon indépendante du glucose, la sécrétion d'insuline en réponse au glucose n'étant observée qu'environ 2 jours après la naissance chez le rat ou quelques heures chez l'humain par exemple. Toutefois, l'augmentation de la concentration en glucose semble stimuler la synthèse d'insuline et son stockage sous forme de granules prêts à l'exocytose dès les premières heures post-natales chez le rat et l'humain(296, 297). A mesure que le foetus grandit, l'apport en glucose maternel doit augmenter. Cependant, sans adaptation de la glycémie maternelle à cette demande foetale accrue en glucose, le gradient diminue jusqu'à atteindre l'équilibre et de ce fait, réduire les apports en glucose nécessaires à la croissance foetale. Afin de maintenir ce gradient, le placenta sécrète des quantités croissantes d'hormones pour accroître l'insulinorésistance maternelle et la production hépatique de glucose, permettant ainsi d'augmenter la glycémie maternelle et de maintenir un gradient favorable au développement du foetus (298, 299). Afin de maintenir l'homéostasie glucidique, l'insulinorésistance maternelle doit s'accompagner d'une forte augmentation de l'insulinémie impliquant une adaptation de masse et de fonction des cellules. Ainsi, au niveau maternel les cellules bêta s'adaptent pour augmenter leur sécrétion d'insuline en réponse au glucose (abaissement du seuil de déclenchement de la sécrétion), augmenter leur contenu en insuline mais également accroitre leur masse. Par exemple chez la ratte, la prolifération des cellules bêta maternelles est augmentée dès le 10 ème jour de gestation pour atteindre un pic au 14 ème jour avant de retrouver un niveau normal au 18 ème jour pour finalement être inhibée au 20 ème jour de gestation, correspondant à la période de parturition chez le rat. Parallèlement, le profil de la sécrétion d'insuline en réponse au glucose évolue : au 12 ème jour de gestation, la valeur seuil de la concentration en glucose nécessaire à la sécrétion d'insuline est abaissée et la quantité d'insuline sécrétée en réponse augmente, toutes deux atteignant un pic au 14 ème jour avant de retourner aux valeurs contrôles au 20 ème jour (300-302). Dans les modèles murin, l'expansion de la masse de cellules bêta résulte principalement de la prolifération de cellules préexistantes mais est aussi associée à la réexpression de facteurs de transcription de la différenciation endocrine dans différents types cellulaires pancréatique, caractéristique du phénomène de néogenèse(303, 304). En revanche, chez l'Homme ces modifications de la masse de cellules bêta au cours de la grossesse seraient dues principalement à un phénomène de néogenèse, soulignant une nouvelle fois les différences existant entre les îlots de Langerhans murins et humains (125). L'étude de modèles murins a mis en évidence que les modifications adaptatives, notamment de masse des cellules bêta se mettent en place avant même l'installation de l'insulinorésistance maternelle et ne résultent donc pas simplement d'une demande accrue en insuline (122). En effet, des études in vitro et in vivo démontrent le rôle de la prolactine (PRL) et des lactogènes placentaires (PLs) dont la sécrétion augmente parallèlement à la prolifération des cellules bêta au cours de la grossesse. Par exemple, pour reprendre le suivi cinétique des profils de prolifération et de sécrétion d'insuline des cellules bêta chez la ratte gestante, la sécrétion de PLs atteint un pic entre le 12 ème et le 14 ème jour de gestation coïncidant avec le pic prolifératif et sécrétoire des cellules bêta. Cependant, les niveaux de PLs restent élevés jusqu'à la parturition et supposent que d'autres mécanismes sont responsables de la diminution de la prolifération et de la sécrétion des cellules bêta, mécanismes que nous détailleront plus tard (300). De plus, le récepteur à la prolactine (PRLR) commun à la PRL et aux PLs est présent dans les cellules bêta et son expression est également augmentée au cours de la grossesse (305). Enfin, l'exposition d'îlots isolés adultes humains et murins à la PRL et PLs stimule la prolifération des cellules bêta, la sécrétion d'insuline et abaisse le seuil de la sécrétion d'insuline en réponse au glucose (306, 307). Des modèles murins d'invalidation constitutive globale (308) ou bêta-spécifique (309, 310) du PRLR présentent un diabète gestationnel associé à une diminution de la prolifération des cellules bêta au cours de la grossesse et de la sécrétion d'insuline en réponse au glucose, résultant d'un manque de cellules bêta plutôt que d'un défaut intrinsèque du mécanisme sécrétoire des cellules bêta dans ces modèles. Néanmoins, ces modèles d'invalidation constitutive du PRLR présentent une masse de cellules bêta déjà réduite à la naissance, le PRLR étant exprimé au stade embryonnaire par les cellules bêta (311). En revanche, l'utilisation d'un modèle inductible de délétion hétérozygote bêta-spécifique du PRLR a mis en évidence chez la souris adulte gestante une élévation de la glycémie, une masse de cellules bêta réduite et une réduction de la sécrétion d'insuline en réponse au glucose par rapport à une souris gestante contrôle (312). De façon intéressante, l'analyse transcriptomique comparative d'îlots provenant de souris gestantes avec une délétion globale ou bêta-spécifique du PRLR révèle plus de 95 gènes dont l'expression varie, dont 89 avec une expression insulaire réduite chez les souris délétées globalement par rapport aux bêta-spécifiques. Notamment, l'expression du récepteur aux oestrogènes est particulièrement diminuée, or il a été démontré que l'expression et l'activation de ce récepteur protège les cellules bêta de l'apoptose (313, 314). Par exemple, l'expression élevée de ce récepteur au cours de la gestation protège les îlots isolés de l'apoptose induite par les acides gras in vitro. Ainsi, les auteurs suggèrent que la PRL et les PLs agissent indirectement sur d'autres tissus cibles (muscle, foie, tissus adipeux, cellules endothéliales, etc.) exprimant le PRLR pour favoriser la survie et la prolifération des cellules bêta au cours de la gestation (312). Au niveau des cellules bêta, la fixation de la PRL ou des PLs sur le PRLR entraine sa phosphorylation par la kinase Janus 2 (JAK2) permettant par la suite le recrutement et la phosphorylation du transducteur de signal et activateur de transcription 5 (STAT5). Ce dernier va alors entrer dans le noyau pour réguler l'expression de gènes cibles, notamment TPH1 et 2(315, 316). Ces enzymes contrôlent l'étape limitante de conversion du tryptophane en sérotonine. En effet, la cellule bêta possède la machinerie nécessaire à la synthèse, au stockage et à la sécrétion de sérotonine, et l'expression des gènes codant TPH1/2 est triplée au cours de la gestation chez la souris (124). De plus, les cellules bêta co-sécrètent la sérotonine et l'insuline au cours de la gestation, et cette activation de la biosynthèse et de la sécrétion de sérotonine au cours de la gestation est spécifique des cellules bêta (317). La sérotonine agit généralement au niveau local dans l'organisme en tant que neurotransmetteur ou hormone paracrine (303, 318), laissant supposer qu'au niveau insulaire la sérotonine agirait également localement pour induire des modifications des cellules insulaires. Par exemple, une étude montre que l'expansion de la masse bêta par prolifération chez la souris est le résultat de l'action paracrine de la sérotonine (124). En effet, les cellules bêta expriment les récepteurs de la sérotonine liés à protéine Gαq nommés Htr1d et Htr2b.Htr2b voit son expression augmenter au cours de la gestation, puis revenir à son niveau basal post-partum alors que l'expression de Htr1d augmente seulement en post-partum. De plus, la réduction de l'apport alimentaire en tryptophane, l'inhibition pharmacologique de TPH1/2, l'emploi d'un antagoniste sélectif de Htr2b ou son invalidation génétique mènent tous à une réduction de la prolifération des cellules bêta au cours de la gestation et à une intolérance au glucose. En revanche, l'exposition d'îlots isolés à de la sérotonine in vitro favorise la prolifération des cellules bêta (124). Cependant, bien que réduite, la prolifération des cellules bêta au cours de la gestation n'est pas nulle lorsque la voie de signalisation de la sérotonine est altérée, signifiant que d'autres signaux favorisent l'expansion de la masse bêta au cours de la gestation (124). Par exemple, en plus de la voie JAK2/STAT5, le PRLR peut activer les voies de signalisations Ras/Rap/MAPK et PI3K/AKT/mTOR (315) et l'inhibition de mTOR au cours de la gestation limite la prolifération des cellules bêta mais n'affecte pas la tolérance au glucose (319). Il a également été démontré chez le rat que les cellules endothéliales insulaires prolifèrent avant même l'expansion de la masse bêta (320) et que le milieu conditionné provenant de cellules endothéliales insulaires isolées favorise la prolifération des cellules bêta dans les îlots isolés in vitro. Les auteurs ont également démontré que ces cellules endothéliales insulaires sécrètent des quantités importantes de facteur de croissance hépatocytaire (HGF) au cours de la gestation, et l'usage d'un sérum anti-HGF inhibe l'effet proprolifératif du milieu conditionné des cellules endothéliales sur les cellules bêta (320). De plus, l'invalidation pancréatique du récepteur au facteur de croissance hépatocytaire (HNF, ou cmet) réduit la prolifération des cellules bêta et favorise leur apoptose au cours de la gestation (321). Les auteurs constatent aussi une diminution de l'expression de PRLR et de la localisation nucléaire de STAT5 associées à une augmentation de l'expression de p27, démontrant l'importance de la signalisation c-met pour la voie PRLR. Ainsi, les souris gestantes invalidées pour c-met au niveau pancréatique présentent des défauts d'expansion de la masse bêta, une réduction de l'insulinémie et de la sécrétion d'insuline en réponse au glucose et une intolérance au glucose par rapport aux souris gestantes contrôle (321). Au cours de la gestation, on remarque également des changements au niveau des microARNs, de petits ARN non-codants qui contrôlent l'expression génique au niveau post-transcriptionnel. Par exemple, les niveaux de miR-338-3p sont diminués par la signalisation oestrogénique au cours de la grossesse et son inhibition dans les cellules bêta favorisent l'expansion de la masse bêta par prolifération (322). Un autre effecteur pancréatique des PLs est le facteur de transcription associé au cycle cellulaire FoxM1 dont l'expression est augmentée in vitro en réponse aux PLs et in vivo au cours de la gestation. La délétion du gène codant FoxM1 au niveau pancréatique réduit l'expansion de la masse de cellules bêta par prolifération au cours de la gestation et induit un diabète gestationnel (323). De plus, les îlots issus de souris invalidées au niveau pancréatique pour FoxM1 présentent une augmentation de l'expression de p27 et de Menin, un suppresseur de tumeur endocrine dont l'expression est normalement réduite au cours de la gestation en réponse au PRLR, mécanisme que nous détaillerons dans le cadre de la réduction post-partum de la masse bêta(323, 324). De façon intéressante, les souris délétées pour FoxM1 sont euglycémiques post-partum mais les auteurs soulignent une diminution de la taille moyenne des îlots. Néanmoins, la masse de cellules bêta post-partum chez ces animaux est normale grâce à une combinaison d'hypertrophie des cellules bêta et de néogenèse, avec un nombre accru de clusters de cellules endocrines, d'îlots de petite taille et l'augmentation de l'expression du facteur de transcription clé dans la différenciation endocrine NEUROG3 et de l'insuline dans les cellules adjacentes aux canaux pancréatiques (323).De la même manière que chez la souris ou le rat, la masse de cellules bêta augmente chez la femme enceinte. Néanmoins, les différentes études menées sur le pancréas de femmes enceintes décédées à différent stade de leur grossesse rapportent des facteurs d'augmentation différents (de 1,5 à 2,5 fois la masse initiale) et inférieurs à ceux observés chez le rongeur (125, 325). De façon intéressante, chez l'Homme la néogenèse des cellules bêta semble être le mécanisme privilégié d'adaptation de masse au cours de la grossesse (125). De plus et à l'inverse des cellules bêta murines, les cellules bêta humaines sont très résistantes à l'entrée en cycle de prolifération à l'âge adulte (326). Une étude menée sur le pancréas de femmes à différents stades de grossesse n'a pas montré d'augmentation des marqueurs de prolifération ni d'apoptose, ce qui suggère une augmentation de la masse par néogenèse, avec une augmentation du nombre d'îlots de petite taille et sans augmentation de la taille moyenne des îlots (125). Une hypothèse avance que les différences dans les mécanismes d'adaptation de la masse de cellules bêta entre les modèles murins et l'Homme au cours de la gestation provient de la faible expression de PRLR par les cellules bêta humaines, une analyse transcriptomique ayant montré que les PRLR est 40 fois plus exprimé par les cellules bêta murines que humaines (327). Cependant, ni la surexpression du PRLR ni l'activation de STAT5 dans des cellules bêta humaines n'induit la prolifération. En revanche et de façon surprenante, la surexpression de la forme murine de STAT5 induit la prolifération des cellules bêta humaines, suggérant une différence importante dans la signalisation post-PRLR entre ces deux espèces (328). De même, l'étude de l'adaptation pancréatique au cours de la grossesse chez plusieurs espèces de grands mammifères (cochon, vache, mouton, chien) permet l'observation de cellules bêta isolées, de clusters endocrines à proximité immédiate des canaux ou dispersés dans le compartiment endocrine, l'ensemble suggérant une adaptation pancréatique par néogenèse (329). Afin de mieux étudier l'implication de la néogenèse des cellules bêta chez la souris gestante, Nielsen et collaborateurs ont démontré une augmentation d'un facteur 8 de l'expression protéique de NEUROG3 par rapport aux souris contrôle non gestantes dans le compartiment acinaire, d'un facteur 2.5 dans le compartiment canalaire et d'un facteur 3 dans les îlots. Ces résultats supposent qu'une augmentation de la différenciation de précurseurs endocrines en cellules bêta, ou néogenèse, a bien lieu au cours de la gestation murine mais reste très inférieure à l'expansion par prolifération dans ce modèle à l'inverse de l'Homme (304). Enfin, l'analyse de prélèvements sanguins de femmes enceintes atteintes de DT1 révèle une augmentation des niveaux de peptide-C pouvant s'expliquer d'après les auteurs par 1) une diminution de la réaction autoimmune dirigée contre les cellules bêta associée à une réduction des niveaux de cytokines pro-inflammatoires et 2) une expansion de la masse bêta par recrutement de précurseurs endocrines (330). En effet, le sérum de femmes enceintes non-diabétiques est capable de stimuler l'expression de NEUROG3 dans une culture de pancréas foetal de rat in vitro (304).En période post-partum, on observe une réduction de la sécrétion d'insuline et de la masse de cellules bêta jusqu'à atteindre le niveau pré gestationnel. Chez la souris, la signalisation de la sérotonine dans la cellule bêta est modifiée peu avant la parturition avec une diminution de l'expression de Htr2b (pro-prolifératif) et une augmentation de Htr1d (inhibiteur de la prolifération)(124, 331). On constate également une augmentation contrôlée de l'apoptose des cellules bêta permettant de retrouver la masse de cellules bêta initiale 10 jours après la parturition chez le rat(332, 333). De plus, d'autres mécanismes limitant la prolifération des cellules bêta pourraient être impliqués, comme par exemple les taux élevés de progestérone et d'autres stéroïdes post-partum capables d'inhiber l'effet pro-prolifératif des PLs (334). Par exemple, une équipe s'est intéressée à la ménine, un suppresseur de tumeur endocrine codé par le gène Men1, dans la prolifération des cellules bêta chez la souris gestante. La prolifération des cellules bêta au cours de la gestation chez la souris est associée à une diminution des niveaux insulaires de ménine et de ses cibles, les inhibiteurs du cycles cellulaire p18 et p27. Cette étude indique que les PLs stimulent la phosphorylation et l'accumulation nucléaire de STAT5 qui à son tour induit l'expression du répresseur de transcription B-cell lymphoma 6 (Bcl6), un répresseur de la transcription de Men1 conduisant à la réduction des niveaux de ménine dans les cellules bêta au cours de la gestation. A l'inverse, la surexpression de la ménine dans les cellules bêta induite au cours de la gestation limite l'expansion de la masse bêta, conduisant au développement d'une hyperglycémie et d'une intolérance au glucose pouvant mener au développement d'un diabète gestationnel.Ainsi, la diminution des niveaux de PLs en période post-partum lèverait l'inhibition exercée sur l'expression de la ménine dans les cellules bêta pour favoriser la réduction de la prolifération de ces dernières (335).Bien que l'ensemble des mécanismes permettant l'adaptation de masse des cellules bêta au cours de la gestation et son retour à l'état initial en post-partum restent à élucider, ce phénomène constitue un exemple majeur d'expansion réversible et contrôlée de la masse de cellules bêta alliant prolifération, néogenèse et apoptose (336).c) VieillissementLe vieillissement est un phénomène complexe caractérisé par une dégradation progressive des fonctions des organes et des tissus résultant d'une accumulation de dommages à l'ADN et d'éléments épigénétiques néfastes, de dysfonctions mitochondriales, d'une inflammation de bas grade ou bien encore d'une altération du fonctionnement des cellules progénitrices et de sénescence cellulaire (337). La majorité de ces mécanismes se retrouvent également dans l'étiologie du DT2 et la prévalence du DT2 est doublée chez les sujets âgés de plus de 65 ans (environ 20% de cas contre 10% chez les moins de 60 ans). De ce fait, il est probable que plusieurs voies de signalisations impactées au cours du vieillissement soient identiques aux voies impactées par le DT2(338, 339). Plusieurs études ont mis en évidence une perte de la sensibilité périphérique à l'insuline au cours du vieillissement chez l'Homme et dans des modèles murins (340-342). Au niveau métabolique, on constate chez le sujet âgé une dysrégulation de l'homéostasie glucido-lipidique pouvant évoluer vers une intolérance au glucose ou un DT2(343, 344). Ainsi, la perte de l'équilibre glucido-lipidique chez le sujet âgé serait la conséquence d'un défaut d'adaptation des cellules bêta à l'insulinorésistance périphérique liée à l'âge, incapables d'augmenter leur sécrétion d'insuline ou leur masse de façon suffisante(290, 345, 346). Dans le cas de cette thèse, nous nous intéresserons plus particulièrement au défaut d'adaptation de la masse des cellules bêta au cours du vieillissement.De la même manière que l'obésité ou la gestation, le vieillissement entraine une modification des besoins en insuline de l'organisme associée à une diminution de la sensibilité périphérique à l'insuline nécessitant une adaptation de la masse bêta. La plasticité adaptative du pancréas endocrine fait intervenir différents mécanismes tels que la prolifération, l'hypertrophie, l'apoptose, la transdifférenciation ou bien encore la néogenèse des cellules bêta mais plusieurs de ces processus sont altérés avec l'âge et la diminution de la capacité de régénération de l'organisme, notamment au travers de la diminution de la réserve de cellules souches (347). Toutefois, le vieillissement ne semble pas modifier la masse de cellules bêta une fois l'âge adulte atteint et jusqu'au décès (348). En effet, la prolifération des cellules bêta chez l'Homme est maximale au cours de la vie foetale et décline dès la 2 ème année de vie pour être quasiment nulle dès l'adolescence (291, 349). De façon intéressante, l'arrêt de la prolifération des cellules est en général la conséquence de la limite de Hayflick, stipulant que plus une cellule se divise, plus la longueur de ses télomères se réduit, ces derniers constituant des segments non-codants permettant la fixation de l'ADN polymérase au cours de la réplication mais ne pouvant eux-mêmes être copiés de par leur localisation à l'extrémité du brin d'ADN. La longueur limite au-delà de laquelle un raccourcissement supplémentaire des télomères ferait peser un stress oncogénique sur la cellule constitue un signal d'entrée en sénescence, c'est-à-dire l'arrêt de l'activité mitotique mais le maintien de l'activité métabolique de la cellule. Néanmoins, le raccourcissement des télomères des cellules bêta ne semble pas être le signal favorisant l'arrêt de leur prolifération, bien que son implication ait été étudiée dans la dysfonction des cellules bêta au cours du DT2 (350). Une récente étude transcriptomique et épigénétique a en revanche mis en évidence que le déclin de la prolifération des cellules bêta était associé à une modification dépendante de l'âge, ou maturation, des gènes exprimés par les cellules bêta, favorisant la production d'insuline et sa sécrétion en réponse au glucose (351). Comme présenté précédemment, certains facteurs de transcription tels que FoxM1 jouent un rôle important dans l'adaptation par prolifération des cellules bêta. Une étude menée chez l'Homme a montré une diminution de l'expression de FoxM1 au cours du vieillissement ainsi que d'autre régulateurs du cycle cellulaire comme les cyclines CCNA1/2 ou les cyclines dépendantes de kinases CDKN1/4/6 ainsi que de gènes associés à la prolifération cellulaire tels que les récepteurs au PDGF, 353). En revanche, on observe une augmentation de l'expression de l'inhibiteur du cycle cellulaire p16, également associé à une meilleure sécrétion d'insuline dans les cellules bêta (354).Néanmoins, des études génomiques ont révélé que certains polymorphismes du gène codant p16, CDKN2A, sont associés à un risque accru de développer un DT2(355, 356). En plus de leur effet potentialisateur sur la sécrétion d'insuline et la survie des cellules bêta, les incrétines sont également impliquées dans leur prolifération dans des modèles murins, notamment chez le rat âgé ou diabétique(357, 358). Il a été observé que chez des souris greffées avec des îlots humains, un traitement par un agoniste du GLP1R (Exendin-4) stimule la prolifération des cellules bêta humaines provenant de patients âgés de moins de 20 ans. En revanche, au-delà de cette limite d'âge, la prolifération des cellules bêta humaine est quasi inexistante en réponse à l'exendine-4 (359, 360). Une nouvelle fois, il est intéressant de noter que chez le sujet atteint de DT2 comme chez le sujet âgé, les incrétines ne parviennent peu ou plus à stimuler la sécrétion et/ou la prolifération des cellules bêta (361). Le vieillissement impacte aussi négativement les autres types cellulaires présents au sein de l'îlot, comme par exemple les cellules endothéliales. Au niveau systémique, le réseau vasculaire permet l'acheminent des nutriments mais aussi de facteurs pro-prolifératifs nécessaires à la croissance des tissus. Au niveau insulaire chez l'Homme, on observe une perte de la densité vasculaire insulaire favorisant la perte de masse des cellules bêta au cours du vieillissement (362) et de façon intéressante, il a clairement été démontré qu'une dysglycémie ou une hyperglycémie chronique entraine des dégâts vasculaires, notamment chez les sujets atteints de DT2 (363).Enfin, une étude s'est intéressée à la présence d'un marqueur de la sénescence cellulaire dans les cellules bêta, la lipofuscine. Il s'agit d'un pigment brun formé par les débris moléculaires et dont l'accumulation au sein d'une cellule permet d'estimer l'âge ou le degré de sénescence.
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 127 an (équivalent à 42.5 ans humains en moyenne) (370). De même, la masse de cellules bêta chez la souris adulte est principalement composée de cellules anciennes et le pancréas présente ce que les auteurs qualifient de « mosaïsme d'âge cellulaire », c'est-à-dire une association de cellules à renouvellement élevé (cellules acinaires), modéré (cellules canalaires) ou inexistant (cellules alpha et bêta). Ainsi, plus de 61% des cellules bêta adultes ont été formées à la période foetal ou péri-natale et environ 39% sont issues de la prolifération à l'âge adulte d'après cette étude (371). Cette diminution du taux de prolifération des cellules bêta à l'âge adulte chez la souris est corrélée à une augmentation de l'expression de l'inhibiteur du cycle cellulaire p16 (340). L'utilisation d'un modèle murin surexprimant ou délété pour p16 a permis une élégante évaluation de l'impact de ce régulateur sur la cinétique proliférative des cellules bêta. Entre 3 mois et 20 mois, l'expression de p16 est multipliée par 14 chez les animaux contrôles. Le souris jeunes surexprimant p16 à des niveaux comparables à ceux observés au cours du vieillissement présentent une diminution de la prolifération au sein de leurs îlots. En revanche, la prolifération des îlots n'est pas modifiée chez les souris jeunes déficientes en p16 et légèrement augmentée chez ces mêmes souris âgées. La prolifération observée consécutivement à une ablation partielle des cellules bêta par STZ est diminuée avec l'âge mais les souris déficientes en p16 présentent un meilleur taux de prolifération et de survie que les animaux témoins. Ces résultats suggèrent que l'augmentation de l'expression de p16 liée à l'âge limite les capacités de prolifération et de régénération des cellules bêta (372). De la même manière que pour les cellules bêta humaines, l'administration d'exendine-4 stimule la prolifération des cellules bêta chez la souris jeune mais pas chez la souris âgée de plus de 1 an. De plus, et à l'inverse des souris jeunes, les souris âgées de plus de 1 an ne présentent pas d'augmentation du taux de prolifération des cellules bêta à la suite d'une ablation partielle des cellules bêta par de faible doses de STZ ne causant par d'hyperglycémie (368). De façon intéressante, une étude de parabiose entre des souris âgées de 1 ou 8 mois a mis en évidence l'importance de l'environnement sur la capacité de prolifération des cellules bêta. En effet, une souris âgée associée par parabiose à une souris jeune voit la prolifération de ses cellules bêta augmentée, comparée à une souris âgée seule ou associée à une autre souris âgée. De plus, la greffe de cellules bêta provenant de souris âgées sous la capsule rénale de souris jeunes augmente la prolifération de ces dernières par rapport à des cellules bêta âgées greffées à des souris âgées De façon similaire, la greffe de cellules bêta provenant de souris jeunes sous la capsule rénale de souris âgées réduit leur taux de prolifération par rapport à la greffe chez une souris jeune Enfin, dans ce modèle l'expression de p16 n'est pas modifiée lors d'une association hétérochronique (souris jeune associée à une souris âgée), suggérant que d'autres voies de signalisation et facteurs circulants contribuent au déclin de la prolifération des cellules bêta chez les souris âgées (373). La micro-vascularisation intra-insulaire est un acteur important de la fonction et du développement des cellules bêta car, en plus de l'approvisionnement en nutriments et en oxygène par le sang, les cellules vasculaires sécrètent des facteurs régulateurs de l'activité des cellules bêta tels que la thrombospondine 1 (TSP-1) ou le facteur de croissance du tissu conjonctif (CTGF) qui favorisent l'expression et la sécrétion d'insuline ou la prolifération des cellules bêta (374).Comme pour l'Homme, on observe une diminution de la densité du réseau vasculaire insulaire chez la souris âgée, et la stimulation d'un type de cellules endothéliales permettant d'augmenter la densité capillaire chez la souris âgée induit une augmentation de la prolifération des cellules bêta (362). De plus, une étude a montré que l'accumulation de produits de glycation avancée (AGEs) au sein du réseau vasculaire insulaire chez la souris âgées participe à la réduction de la prolifération des cellules bêta, via notamment l'augmentation de marqueurs de l'inflammation comme l'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) (375). La susceptibilité à l'apoptose des cellules bêta est accentuée par l'âge chez la souris. En effet, différentes études ont révélé une sensibilité accrue au stress du réticulum endoplasmique accompagnée d'une augmentation de l'UPR et de l'activité des caspases (376, 377). On observe également une augmentation du taux d'apoptose des cellules bêta chez les individus âgés par rapport aux jeunes, image en miroir du taux de prolifération de ces cellules(377, 378). Un autre modèle d'ablation de la masse de cellules bêta par la toxine diphtérique (DT) (modèle de souris transgénique exprimant le récepteur à la toxine diphtérique au niveau des cellules bêta spécifiquement et qui sont traitées par la toxine diphtérique) a démontré chez la souris âgée de 1,5 ans un phénomène de transdifférenciation des cellules alpha en cellules bêta. Les auteurs soulignent qu'avant la puberté, la conversion alpha-bêta n'est pas détectable mais que les animaux parviennent tout de même à reconstituer une masse de cellules bêta suffisante pour normaliser la glycémie via un processus de transdifférenciation des cellules delta en cellules bêta (379). Ainsi, la restauration de la masse de cellules bêta fait intervenir différents mécanismes au cours du vieillissement chez la souris. De la même manière que pour le processus de transdifférenciation, la formation de cellules bêta par néogenèse à l'âge adulte ne semble être un mécanisme activé qu'en réponse à une atteinte du pancréas chez la souris adulte (380) et ne serait pas impliqué dans le maintien de la masse bêta en condition physiologique chez la souris adulte (339). Modèles de régénération et plasticité des cellules bêta La régénération des cellules bêta endogènes est une piste thérapeutique pour les diabètes, et de ce fait, de nombreux modèles ont été développés pour permettre l'étude des mécanismes activés en réponse à une perte importante de la masse de cellules bêta. Ces modèles proposent différents types d'atteintes du pancréas : mécanique (pancréatectomie partielle), enzymatique (ligation du canal pancréatique), génétique (expression de gène de susceptibilité à la toxine diphtérique) et toxique (STZ). Il est également possible d'induire l'expression de gènes spécifiques de la différenciation endocrine embryonnaire afin de manipuler la masse de cellules bêta à l'âge adulte. En réponse, l'étude de l'évolution de la masse de cellules bêta met en évidence une restauration partielle par prolifération, néogenèse ou transdifférenciation dans la plupart de ces modèles. Nous nous intéresserons d'abord à l'implication de quelques gènes cruciaux pour la formation et la régénération des cellules bêta, puis nous étudierons la régénération de la masse bêta dans ces différents modèles d'atteintes pancréatiques et d'expression ectopique de gènes. a) Gènes impliqués dans la (re)formation des cellules bêta On distingue les progéniteurs pancréatiques des progéniteurs endocrines selon leur degré de différenciation qui peut être caractérisé par l'expression de facteurs de transcription clés. Les premiers sont à l'origine de l'ensemble des cellules pancréatiques, endocrines ou exocrines. Les seconds permettent, selon le niveau d'expression de certains facteurs de transcription, l'engagement des cellules pancréatiques dans la voie de différenciation endocrine et leur spécialisation dans un type cellulaire, par exemple alpha ou bêta. (Figure Nous ne nous intéresserons qu'à quelques facteurs de transcription essentiels et ne serons pas exhaustifs pour la suite de cette étude.Pancreatic duodenal homeobox 1 ou Pdx1Ce gène appartient à la famille des facteurs de transcription à homéodomaines. Il est exprimé précocement au cours du développement embryonnaire dès E8.5 chez la souris (381) et dès la 4 ème semaine de grossesse chez l'Homme (382). La délétion homozygote de ce gène entraine une agénésie du pancréas chez l'Homme (383) et la souris(384, 385). Pdx1 est également essentiel à la différenciation du lignage endocrine et exocrine : en effet, l'inhibition de Pdx1 à E11.5 (stade auquel l'épithélium pancréatique et les canalicules sont déjà formés) jusqu'à la parturition chez la souris entraine la formation d'un tissu pancréatique constitué uniquement de canaux mais sans cellules exocrines ou endocrines (386). Dans les cellules bêta matures, une atteinte de l'expression de Pdx1 entraine une perte de masse associée à un défaut de sécrétion d'insuline à l'origine d'une intolérance au glucose, démontrant l'importance de Pdx1 dans la différenciation, le maintien mais aussi la fonction sécrétoire des cellules bêta (386). Pdx1 est également capable d'activer la transcription de gènes codant des protéines essentielles au fonctionnement de la cellule bêta, tels que Gk, GLUT2 ou bien encore l'insuline, et la réponse adaptative des cellules bêta à l'insulinorésistance via une augmentation de la sécrétion d'insuline par exemple (387, 388). De même, la délétion de Pdx1 au niveau des cellules bêta entraine un défaut de prolifération de ces cellules (389). De façon intéressante, un type de diabète monogénique, le MODY-4, est la conséquence d'une mutation hétérozygote de Pdx1. De plus, les patients atteints de DT1 ainsi que le modèle de souris NOD présentent tous deux des autoanticorps dirigés contre Pdx1, suggérant que Pdx1 pourrait être un des autoantigènes impliqués dans le développement du DT1 (390). Enfin, on observe une diminution de l'expression de Pdx1 dans les cellules bêta de patient atteints de DT2 (391) ainsi que la présence sur sa région promotrice de motifs susceptibles à la méthylation, généralement associée à l'inactivation d'un gène, faisant de Pdx1 un gène susceptible aux modifications épigénétiques pouvant affecter son expression (392). Ainsi, Pdx1 est un acteur majeur du développement et de la spécification des cellules pancréatiques au stade embryonnaire, mais il est également impliqué dans le maintien de la masse de cellules bêta et dans la fonction sécrétoire de ces dernières (393).

  domaine high mobility group (HMG) de liaison à l'ADN hautement conservé (394). Sox9 est impliqué dans le développement et la différenciation de nombreux tissus et organes au cours de l'embryogenèse tels que les cellules de Sertoli testiculaires (395), les chondrocytes (396), les cellules gliales et neuronales (397) ou bien encore les cellules de Paneth intestinales (398).Sox9 joue également un rôle essentiel dans le développement du pancréas (399). En effet, Sox9 est une cible de la voie de signalisation Notch et est exprimé précocement, au stade embryonnaire E9.5, dans l'ensemble des progéniteurs Pdx1+ puis restreint aux cellules Pdx1+ mitotiquement actives à E15.5. Il est également indispensable au maintien de la population de progéniteurs pancréatiques indifférenciés et la délétion de ce gène dans les progéniteurs pancréatiques entraine une hypoplasie du pancréas. L'expression de Sox9 dans les cellules Pdx1+ ne persiste à l'âge adulte que dans les cellules centro-acinaires et canalaires (400). Une étude menée chez la souris a mis en évidence qu'une mutation hypomorphe de Sox9 entraine une diminution de la masse endocrine, suggérant que ce gène est impliqué dans la différenciation endocrine (401). En effet, Sox9 se lie à et active un gène nécessaire et suffisant à l'établissement de la lignée endocrine pancréatique au cours du développement, Neurogenine3 (NEUROG3) dès le stade E14.5 (399, 402). Par la suite, NEUROG3 diminue l'expression de Sox9 dans les cellules endocrines et seuls les progéniteurs pancréatiques maintiendront une expression de Sox9 avant de se différencier en cellules canalaires (403).Des études de lignage cellulaire ont mis en évidence la néogenèse de cellules endocrines et acinaires à partir de cellules Sox9+ au cours de l'embryogenèse. Cependant, à la période postnatale et à l'âge adulte peu ou pas de cellules endocrines dérivent des cellules Sox9+. Enfin, dans le pancréas de souris adultes ayant subi une atteinte par ligature du canal pancréatique, les cellules Sox9+ ne permettraient plus la formation de cellules endocrines (404). Néanmoins, l'hypothèse selon laquelle les cellules SOX9+ ne participeraient pas à l'homéostasie ou à la régénération des cellules bêta chez l'adulte reste débattue.Neurogenin-3 ou NEUROG3NEUROG3 appartient à la famille des facteurs de transcription hélice-boucle-hélice et est impliqué dans le développement du système nerveux central, des cellules entéroendocrines et du pancréas endocrine. L'expression de NEUROG3 au cours du développement embryonnaire évolue par vague : d'abord faiblement exprimé à E9 au niveau de l'épithélium dorsal du pancréas, son expression augmente entre E9.5 et E15.5 où elle atteint un pic avant de décroître fortement à la période néonatale (405). Chez l'Homme, l'expression de NEUROG3 est détectable à partir de la 8 ème semaine et atteint son pic vers la 11 ème semaine avant de décroître (382). L'expression de NEUROG3 est donc transitoire et limitée au cours de l'embryogénèse, et ne semble subsister que dans quelques cellules pancréatiques au stade adulte comme les cellules canalaires (406, 407). Il s'agit d'un gène majeur pour la détermination endocrine des précurseurs pancréatiques et il n'est pas coexprimé avec les gènes caractéristiques des cellules endocrines, codant par exemple l'insuline, le glucagon, la somatostatine ou le PP (402). Ainsi, l'expression forcée de NEUROG3 dans les cellules Pdx1+ au stade embryonnaire active la différenciation en cellules endocrines, les cellules alpha apparaissant en premier, et inhibe le développement exocrine du pancréas. A l'inverse, chez les souris déficientes en NEUROG3, les précurseurs endocrines ainsi que l'ensemble des cellules endocrines sont absentes et les souris meurent au stade néonatal d'un diabète sévère (402). Toutefois, une étude utilisant un modèle de souris exprimant un gène rapporteur sous le contrôle du promoteur NEUROG3 a mis en évidence la présence de cellules insulaires positives au stade adulte, suggérant que ces cellules pourraient participer au renouvellement des cellules endocrines par néogenèse à l'âge adulte (380). De façon intéressante, une invalidation hétérozygote de NEUROG3 chez la souris n'impacte pas la différenciation endocrine par rapport aux souris contrôle. Un niveau d'expression similaire de Pdx1 ou GLUT2 dans les îlots suggère qu'une fois une cellule engagée dans la voie de différenciation endocrine grâce à NEUROG3, un faible niveau d'expression de ce gène n'affecte pas de façon significative la différenciation endocrine, par exemple en cellules bêta (408). L'expression de NEUROG3 est réprimée par la voie de signalisation Notch, dont l'activation conduit à la transcription du facteur Hes family BHLH transcription factor 1 (Hes1) inhibiteur de la transcription de NEUROG3. L'inactivation de la voie Notch mène à l'expression prématurée de NEUROG3 et à l'accélération de la différenciation endocrine provoquant une diminution de la population de précurseurs pancréatiques, d'où in fine une réduction de la population exocrine (405). Une étude a mis en évidence l'importance de la temporalité de l'expression de NEUROG3 pour la différenciation endocrine et la proportion de chaque population endocrine via l'utilisation d'un modèle de souris n'exprimant NEUROG3 que de manière inductible en réponse au tamoxifène. Ainsi, l'expression de NEUROG3 dans les cellules précurseurs endocrines à E8.5 produit des cellules alpha, des cellules bêta et PP à E11.5 et des cellules delta à E14.5 (409). La nécessité de NEUROG3 pour la formation de cellules endocrines fonctionnelles chez l'Homme est plus discutée. En effet, les individus présentant une mutation bi-allélique de NEUROG3 ont une masse de cellules endocrines productrices de peptide-C, signant la présence de cellules sécrétrices d'insuline. On peut donc supposer que ces mutations sont hypomorphes mais n'invalident pas complétement NEUROG3 (410-412). Toutefois, ces mutations impactent sévèrement le développement et la fonction des cellules bêta puisque ces patients présentent un diabète sévère. Néanmoins, comme chez la souris, les parents hétérozygotes possèdent une masse de cellules bêta suffisante et fonctionnelle, et ne sont pas diabétiques, suggérant qu'un taux minimal d'expression de NEUROG3 non muté suffit au développement des cellules endocrines fonctionnelles chez l'Homme (410). De façon intéressante, les souris NOD adultes présentent une augmentation des cellules NEUROG3+ dans les cellules canalaires aboutissant à la reformation de cellules bêta, indiquant un phénomène de néogenèse chez l'adulte en réponse à l'atteinte auto-immune des cellules bêta (413). En revanche chez l'Homme, les îlots provenant de patients DT1 ne présentent pas d'augmentation de l'expression de NEUROG3 par rapport à des individus sains (414), et il en va de même pour les îlots provenant de patients DT2 (391, 393). Neuronal Differentiation 1 ou NeuroD NEUROD, également appelé Beta2, est un facteur de transcription appartenant à la famille hélice-boucle-hélice et exprimé au niveau des cellules neurales, intestinales et pancréatiques. Ce gène est une cible directe de NEUROG3 et exprimé à partir de E9.5 dans l'épithélium pancréatique puis à partir de E14.5 dans les cellules exprimant NEUROG3. En effet, les souris invalidées pour NEUROG3 présentent une perte d'expression de NEUROD (402). De même, les souris invalidées pour NEUROD présentent une diminution modeste du nombre de cellules alpha et delta et une perte massive de cellules bêta, entrainant rapidement la mort des souris suite à un diabète sévère (415). La délétion de NEUROD au niveau des cellules bêta inhibe la maturation des cellules et induit des défauts de sécrétion de l'insuline associés à une intolérance au glucose (416). L'expression de NEUROD consécutive à l'expression de NEUROG3 par les cellules endocrines est une étape de transition importante vers un état post-mitotique (417) et Guillemain et al ont montré, chez la souris, que la transition NEUROG3-NeuroD dépend du glucose, et plus précisément de l'activation par ce dernier de la transcription de ChREBP. Ainsi, lorsque des pancréas embryonnaires sont cultivés en présence d'inhibiteurs de ChREBP, la différenciation des précurseurs en cellules bêta est réduite, indiquant que ChREBP est nécessaire à la différenciation embryonnaire des cellules bêta (418). Paired Box 4 ou Pax4, et Aristaless-Related homeobox ou Arx Pax4 est un facteur de transcription contenant un domaine à boîte jumelée exprimé dès E9.5 par l'embryon et dont le pic d'expression est atteint entre E13 et E15, coïncidant avec l'étape de différenciation des progéniteurs endocrines en cellules positives à l'insuline. Les souris invalidées pour PAX4 au stade embryonnaire ne développent pas de cellules bêta ou delta et présentent une hyperglycémie sévère associée à une surreprésentation des cellules alpha au niveau des îlots. Néanmoins, on observe chez ces souris la présence de cellules positives à l'insuline à un stade embryonnaire précoce, indiquant que PAX4 est nécessaire à la formation de cellules bêta matures (419). De plus, on observe une augmentation de la proportion de cellules coexprimant le glucagon et la ghréline, ces dernières étant même plus nombreuses que la population de cellules alpha des souris contrôles, suggérant également un rôle répresseur de PAX4 dans la différenciation des cellules epsilon (420). A l'inverse, Arx est un facteur de transcription à homéodomaine dont l'expression est détectée dès E9.5 et qui favorise la différenciation des précurseurs endocrines en cellules positives au glucagon et à la ghréline (421). Arx agit en aval de NEUROG3, et les souris déficientes pour NEUROG3 n'expriment pas ARX, suggérant que Arx est une cible directe de NEUROG3 dans le lignage endocrine. L'invalidation d'Arx au stade embryonnaire entraine une absence complète de cellules alpha conduisant à une hypoglycémie sévère et au décès des souriceaux 2 jours après la naissance (422). A l'inverse, la surexpression d'Arx dans les progéniteurs pancréatiques Pdx1+ entraine leur différenciation endocrine en cellules alpha et PP. De plus, lorsque l'expression d'Arx est induite dans les cellules bêta matures, on observe une conversion majeure du nombre de cellules positives à l'insuline en faveur de cellules positives au glucagon ou au PP (423). Ainsi, Pax4 et Arx sont des facteurs de transcription endocrines de rôle opposé mais également capables de s'inhiber mutuellement par fixation sur la région promotrice du gène antagoniste, Pax4 favorisant alors la différenciation des précurseurs endocrines en cellules bêta et delta et Arx en cellules alpha et PP (421). b) Pancreatic Duct Ligation ou PDL Ce modèle de régénération cellulaire est basé sur la ligature chirurgicale du canal pancréatique au niveau du pylore résultant en l'obstruction du drainage des sécrétions exocrines de la région distale du pancréas. L'accumulation de ces sécrétions induit la destruction des tissus exocrines et endocrines dans cette région. Ce modèle permet depuis plusieurs décennies l'étude des mécanismes de régénération du pancréas et notamment de la masse de cellules bêta (424, 425). Ce modèle présente deux caractéristiques importantes 1) l'observation du phénomène de régénération est limitée à la partie distale et 2) la masse de cellules endocrines restante permet le maintien de l'homéostasie glucido-lipidique dans ce modèle (252).

Figure 7 :

 7 Figure 7 : Le processus de différenciation des progéniteurs pancréatiques multipotents en cellules α ou β est présenté ainsi que les combinaisons des principaux facteurs de transcription déterminant la spécialisation des lignées de cellules pancréatiques endocrines et exocrines. D'après Zhong, Fan, and Yan Jiang. Frontiers in endocrinology vol. 10 ( 2019) * marque les facteurs de transcription présentés dans ce mémoire.

f)

  Transdifférenciation par expression ectopique de gènesLes modèles d'atteinte pancréatique suggèrent que la régénération des cellules bêta observée peut être en partie le résultat de la reprogrammation spontanée de cellules alpha ou delta en cellules bêta par dédifférenciation puis réexpression de facteurs de transcription spécifiques. Ce phénomène d'interconversion montre la plasticité adaptative de ces cellules et ne semble être activé que chez le sujet adulte (379, 438). De ce fait, plusieurs équipes se sont intéressées à la réexpression forcée de gènes essentiels au développement des cellules endocrines comme modulateurs de la masse de cellules bêta. Chez la souris adulte, la réexpression combinée de NEUROG3, Pdx1 et Mafa (un facteur de transcription exprimé uniquement par les cellules bêta adultes et activateur de la sécrétion d'insuline) dans les cellules exocrines différenciées via un adénovirus permet de reprogrammer ces cellules en cellules similaires à des cellules bêta. Ces cellules bêta induites présentent une structure et une forme identiques aux cellules bêta endogènes et expriment des gènes essentiels à la fonction bêta comme l'insuline. De plus, l'expression transitoire de ces facteurs suffit à convertir de manière perpétuelle les cellules exocrines en cellules bêta fonctionnelles. Enfin, cette reprogrammation in vivo des cellules acinaires permet une conversion directe en cellules bêta sans passer par un état indifférencié et/ou prolifératif (447). Collombat et al a également démontré que l'expression forcée d'Arx dans les cellules bêta induit leur conversion en cellules présentant un phénotype de cellules alpha ou PP (423). De la même manière, l'expression forcée de Pax4 dans des cellules alpha induit leur respécification en cellules bêta. De façon intéressante, la déficience en glucagon qui s'en suit stimule une néogenèse perpétuelle de cellules alpha puis leur conversion en cellules bêta résultant en la formation d'îlots de très grande taille. Les auteurs soulignent l'expression importante de NEUROG3 dans leur modèle et supposent une origine canalaire des cellules NEUROG3+, et donc des cellules alpha néoformées, pour plusieurs raisons : 1) la détection continue de cellules alpha néoformées à proximité des canaux, 2) la prolifération continue des cellules de l'épithélium canalaire, 3) la présence de cellules sécrétrices de glucagon dans les canaux et 4) la présence de cellules exprimant des marqueurs canalaires au sein des îlots. De plus, l'utilisation d'un ARN interférant dirigé contre NEUROG3 empêche la néogenèse des cellules alpha exprimant Pax4 et donc leur conversion en cellules bêta. Enfin, la transdifférenciation alpha-bêta induite par l'expression ectopique de Pax4 est suffisante pour restaurer la glycémie après un traitement par STZ (448). D'autres études ont également montré que l'expression forcée de Pax4 permet la transdifférenciation de cellules delta (449) ou de cellules canalaires (450) en cellules bêta. A l'inverse, l'invalidation d'Arx dans les cellules alpha induit leur conversion continue en cellules bêta sécrétrices d'insuline. De façon intéressante, dans ce modèle les cellules alpha proviennent de progéniteurs d'origine canalaire et l'expression de Pax4 n'est pas nécessaire à ce processus de régénération, définissant Arx comme l'élément principal de la conversion alpha-bêta. De plus, la perte d'expression d'Arx dans les cellules alpha suffit à régénérer une masse de cellules bêta fonctionnelle capable d'inverser un diabète induit par STZ (451). Chez l'Homme, les patients atteints de DT1 présentent également une perte de l'expression d'Arx au niveau des cellules alpha associée au gain de caractéristiques bêta par ces cellules (452). Ainsi, la manipulation de l'expression de gènes de la différenciation endocrine (Arx ou Pax4 par exemple) par des molécules cibles ou la stimulation de facteurs inhibiteurs chez le sujet adulte constitue une piste thérapeutique pour la régénération des cellules bêta et le traitement du DT1 et du DT2.
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 8 Figure8: La microscopie électronique à balayage de canaux pancréatiques humains et murins révèle la présence de petites poches en forme de glandes, souvent situées près des points de ramification (têtes de flèches). Ils se trouvent principalement sur les canaux de large diamètre (panneaux supérieurs) mais peuvent être observés dans les canaux de plus petit diamètre (panneaux médians). Ces glandes peuvent apparaître comme des poches uniques ou présenter un arrangement complexe de plusieurs dilatations en forme de sac (panaux inférieurs). Ces PDG constitueraient le réservoir de précurseurs pancréatiques canalaires et endocrines adultes.D'après.(559) 
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 9 Figure 9 : Illustration des différents mécanismes de régénération des cellules β par prolifération, différenciation de progéniteurs ou transdifférenciation. La prolifération des cellules β est la voie la plus directe vers la régénération de la masse des cellules bêta mais est difficilement mobilisable à l'âge adulte. L'existence de progéniteurs endocrines dans les îlots humains reste à déterminer mais pourrait entraîner une augmentation de la masse de cellules bêta. La transdifférenciation à partir d'autres cellules endocrines (en haut à gauche), de cellules acinaires (en haut à droite), des cellules canalaires (en bas à gauche) ou des cellules centro-acinaires (en bas à droite) peut également être ciblée pour la régénération des cellules β. Les interconversions cellulaires possibles qui n'ont pas été démontrées expérimentalement sont indiquées par des pointsd'interrogation. D'après (453) 
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 1012 Figure 10 : Illustration non exhaustive de la complexité du dialogue entre les principaux organes métaboliques (foie, tissu adipeux, muscle) et le pancréas endocrine. La plupart des facteurs présentés sont également produits par d'autres tissus(os, cellules endothéliales, etc.). D'après (532) 
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 11 Figure 11 : Illustration de l'hypothèse d'une communication inter-organes dans l'adaptation pancréatique en réponse à l'insulinorésistance cortico-induite. Les tissus cibles de l'insuline (muscles squelettiques, foie, tissu adipeux), en réponse à l'insulinorésistance et pour agir à distance sur le pancréas, sécréteraient des facteurs (protéines, lipides, vésicules extracellulaires, etc.) stimulant l'adaptation de masse et de fonction des cellules bêta. Schéma réalisé avec BioRender.

  To fill this technical gap and fully validate the existence of beta-cell neogenesis in our model we developped a 3D model allowing insulin staining and tissue clearing of the whole pancreas. Based on our previous results obtain by 2D morphometrical analysis (Fig2 D-K), we chose to study C50-and VEH-treated mice, as C50 mice show a strong and homogenous adaptation in young adult mice. Our protocol allowed for insulin-staining and tissue clearing of whole pancreas, to in fine assess critical parameters such as whole organ volume, whole insulin volume, counting and classification by individual volume of insulin-positive cell clusters (Fig4).

  ), serum from CORT-treated mice contains factors that can stimulate beta-cell neogenesis. The origin of the neogenic factors remains to be defined, even though we hypothesized a peripheric origin of the factors coming from insulin sensitive tissues. Complex strategies using both transcriptomic, secretomic of tissues rendered insulin resistant need to be developed to identify circulating factors that induce pancreatic beta-cell adaptation, with a specific focus on factors able to stimulate beta-cell neogenesis and/or improved insulin secretion by beta cells.(L-N): mRNA levels of (L) cellular cycle, (M) beta-cell function and (N) beta-cell maturation/identity maintenance genes were determined by RT-qPCR on isolated islets from VEH (n=6), C25 (n=5), C50 (n=5) and C100 (n=4) treated mice.Values are expressed as the mean ± SEM. a p<0.05 C25 vs VEH; b p<0.05 C50 vs VEH; c p<0.05 C100 vs VEH; d p<0.05 C25 vs C50; e p<0.0.5 C25 vs C100 and f p<0.05 C50 vs C100.

Figure 3 :

 3 Figure 3: Pancreatic beta-cell adaptation is present in response to CORTinduced insulin resistance and involves both beta-cell proliferation and neogenesis in aged mice. (A): ITT, presented as the percentage of basal glycemia, was carried out on mice treated with VEH (n=4), C25 (n=4), C50 (n=4) and C100 (n=4) and (B) slopes of early insulin sensitivity between T15 and T0. (C): Fasted insulin serum level in mice treated with VEH (n=6), C25 (n=17), C50 (n=15) and C100 (n=10). (D-G): representative images of insulin immunostaining of pancreatic section of VEH (D); C25 (E); C50 (F) and C100 (G) treated mice. Counterstaining was performed using hematoxylin (blue). (H-K): Pancreatic beta-cell fraction, beta-cell mass, mean islet size and islet density after insulin immunostaining of four pancreatic slides from each VEH (n=5), C25 (n=6), C50 (n=4) and C100 (n=4). Values are expressed as the mean ± SEM. * p<0.05; **p <0.01; *** p<0.001; ****p <0.0001 when comparing CORT-treated mice versus VEH-treated mice. (L-N): mRNA levels of (L) cellular cycle, (M) beta-cell function and (N) beta-cell maturation/identity maintenance genes were determined by RT-qPCR on isolated islets from VEH (n=4), C25 (n=4), C50 (n=4) and C100 (n=7) treated mice. Values are expressed as the mean ± SEM. a p<0.05 C25 vs VEH; b p<0.05 C50 vs VEH; c p<0.05 C100 vs VEH; d p<0.05 C25 vs C50; e p<0.0.5 C25 vs C100 and f p<0.05 C50 vs C100.

Figure 4 :

 4 Figure 4: Schematic representation of the three-dimensional analysis protocol Pancreas were isolated after sacrifice of 3-month or 12-month-old, VEH or C50-treated mice. After blocking, pancreases were sequentially incubated with primary and secondary antibodies. Stained-pancreases then undergo dehydrative and delipidant washes before clearing by correction of refractive index.
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 5 Figure 5: 3D analysis of pancreas from CORT-induced insulin resistant mice confirms increased islet numbers as an adaptive mechanism to increase betacell mass in young adult mice (A-B): Representative images of a Z-stack section after acquisition on whole pancreas stained for insulin using light-sheet microscopy from VEH (A) and C50 (B) mice. (C-D): representative images of the 3D reconstruction following image segmentation of volume (glass-like structure) and islets (red structures) on whole pancreas from VEH (A) and C50 (B) mice. (E-J) Whole pancreas volume; total insulin volume; insulin fraction; islet number, mean islet volume and islet density calculated after image segmentation and analysis of pancreas from VEH (n=4) and C50 (n=5) mice. (K): islet size distribution in pancreas from VEH (n=4) and C50 (n=5) mice.; (L) illustration of islet size diversity and density inside a pancreas of VEH and (M) C50 mouse. Size categories were defined as indicated in Supplemental data. Values are expressed as the mean ± SEM. * p<0,05 when comparing CORT-treated mice versus VEH-treated mice.
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 1 Figure 1:

  ) by calculating the volume of an individual beta cell (≈1670 µm3) to obtain approximative volume of beta-cell clusters/islets as following :

  lineage commitment, we used conditioned medium collected from CORT or VEHtreated cells to culture mouse pancreatic bud E11.5, as done previously(6).Importantly, we were able to demonstrate a pro-neogenic effect of CORT-treated C2C12 conditioned medium, as demonstrated by the increase in beta-cell fraction and NGN3, PDX1 and NeuroD expression in pancreatic buds (Fig1C-D). It is important to stress that CORT does not induce neogenesis when used directly on pancreatic buds but rather induces restriction of development and apoptosis. Thus, factors secreted by CORT-treated myotubes enhance pancreatic endocrine cells commitment (Fig1C-D).

Figure 1 :

 1 Figure 1: C2C12 myotubes treated with CORT are insulinresistant and secrete factors inducing beta-cell neogenesis. (A). C2C12 myotubes were treated with CORT 100nM or ethanol (VEH) for 24h to induce insulin resistance. Conditioned medium (CM) from CORT/VEH-treated myotubes were used to culture pancreatic bud E11.5 for 14 days. (B) 24H CORT-treatment induce insulin resistance in C2C12 myotubes. AKT tot and AKTp representative Western blots and quantification of C2C12 stimulated +/-insulin (100nM) for 8min. n=2 (C) morphometric analysis and quantification of insulin positive cells (green) in CMtreated pancreatic buds (n=3) (D) PDX1, NGN3, neuroD RNA expression in CM-treated pancreatic buds (n=2).
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 5 Figure 5: PDX1, Ki67, PCNA protein expression in pancreatic buds treated for 7 days with recombinant proteins. (A-D) Pancreatic buds E11.5 were treated for 7 days with BMP6, MSTN, AREG, EREG recombinant proteins at the indicated concentrations. Western blots of PDX1, Ki67, PCNA were quantified and normalized to tubulin n=3 per recombinant protein dose.

  reveal that serum from CORT-treated mice contain factors capable of stimulating differentiation of endocrine cells in pancreatic buds. Similarly, conditioned media from CORT-treated, insulin resistant murine myotubes (C2C12 cells) increased endocrine differentiation of precursor cells in pancreatic buds. Thus, we used high-throughput RNAseq to characterize the transcriptomic program of CORT-treated C2C12 cells whose conditioned medium were previously validated for their pro-neogenic effects (Fig2). Deciphering mechanisms allowing beta-cell mass expansion by neogenesis in our in vivo model of CORT-induced insulin resistant mice, we analyzed pathways activated in pancreatic islets and ducts by kinomic approach (data not shown). The cross-referencing kinomic (in vivo) and transcriptomic (in vitro, C2C12 insulin resistant myotubes) analysis using STRING database allowed to reveal a protein-protein interaction network between BMP6, MSTN, AREG and EREG and the kinases activated in islets and ducts of CORT-treated mice. Pancreatic buds treated with a defined dose of each myokines show accelerated and increased endocrine differentiation at day 7 of treatment associated with a maintained expression of Ngn3, a master regulator of endocrine differentiation. In fact, Ngn3 expression follows a biphasic profile during embryogenesis with a first pic between E8.75 and E11 

  ) For example, mice with reduce BMP4 and BMP receptors BMPR1A (also known as ALK3) signaling in beta cells display reduced expression of key genes involved in insulin production/secretion (INS, SUR1, NKX6.1), incretin signaling (GLP1R, GIPR) and glucose sensing (GLUT2, GK) leading to impaired glucose tolerance and diabetes. In contrast, transgenic expression of BMP4 in beta cells or systemic administration of BMP4 protein stimulate glucose-induced insulin secretion and ameliorate glucose tolerance(21). Surprisingly, another BMP, BMP7, acts on human exocrine pancreatic cells and induces their transdifferentiation into beta cells without any genetic manipulations resulting in the formation of cluster exhibiting high insulin content and 197 glucose responsiveness in vitro. Injection of human non-endocrine pancreatic cells under the kidney capsule of mice rendered diabetic by streptozotocin administration and treated with BMP7 result in development of insulin-positive cells in graft and secretion of human c-peptide. Finally, lineage tracing determined that insulin-positive cells formed under BMP7 treatment arise from Pdx1+/hormone-negative/elastasenegative/carbonic anhydrase II-negative subpopulation of exocrine cells, define as beta-cell adult progenitors by authors. (22) In the same manner, pancreatic exocrine tumor cell line AR42J cultured in presence of BMP4 show increase differentiation into insulin-expressing cells and augmented proliferation. In a mouse model of pancreatic regeneration (IFNγNOD mice), cells harboring BMP4 or its receptor are found within the epithelial region of regenerating pancreas, suggesting that these factors may regulate expansion of duct epithelial progenitors. Accordingly, in vivo administration of BMP-4 neutralizing antibody in a model of ductal hyperplasia decrease proliferation of ductal epithelial cells (

  )Myostatin (MSTN), also called growth differentiation factor 8 (GDF8), is another member of the TGF-β superfamily. Mechanistically, MSTN binds to activin type IIA and IIB receptors (ActRIIA/B) and TGF-β receptors (TGF-βRII) at the plasma membrane to activate phosphorylation of SMAD proteins and their heterodimerization in order to exert their transcriptomic effects. MSTN acts as a brake to muscle growth and its deletion induces excessive development of muscle mass, however exhibiting contraction weakness (29) Interestingly, MSTN deletion in skeletal muscle in mice prevent fat mass gain(30) and its global deletion in mice results in reduce fat pads, resistance to diet-induced obesity and insulin resistance, and reduction of proinflammatory tumor necrosis factor α production.(31)(32)(33) MSTN is also secreted, to a lesser extent, by adipose tissue and so called adipo-myokine.(34) Loss-of-function mutation, deletion or inhibition of myostatin improves insulin sensitivity, reduce the development of insulin resistance and improve glucose tolerance in either diet-induced

  ) Another study showed that a 24h treatment by EREG stimulate proliferation of rat insulinoma cells (INS1 and RINm5F), an effect reversed by EREG neutralizing antibody. Moreover, EREG potentiated insulin release in vitro in the presence of glucose or arginine in these two cell lines. Finally, these cells expressed ErbB receptors but only ErbB1 is activated by EREG, mediating its growth and insulinotropic effects.(50). For the first time, we present AREG and EREG as putative beta-cell pro-neogenic factors, both increasing expression of Ngn3, NeuroD and Insm1 in pancreatic buds after 7 days of culture.Moreover, EREG stimulated Ki67 proliferation marker expression and led to a double endocrine cell mass (alpha and beta cells) as revealed by morphometrical analysis of pancreatic buds at day 7. Taken together, these results indicate that AREG and EREG are interesting candidates to stimulate endocrine precursors differentiation into mature endocrine cells although many other experiences remain to be conducted. Moreover, since EGF members are involved in cancer development, specific care about effects on tumor development should be taken.

ARTseq

  Ribosome Profiling kit (Illumina) and sequenced at 150bp paired-end using the Illumina NovaSeq 6000 platform. Sequencing depth ranged from 28'851'292 to 36'073'937 reads per library. Total mRNA reads were aligned to the Mus musculus (house mouse) genome assembly GRCm38 (mm10) from NCBI. Sequence alignment was performed using Hisat2 V2.0.5 software with default parameters (Kim D, Langmead B and Salzberg SL. HISAT: a fast spliced aligner with low memory requirements. Nature Methods2015) and normalized counts (FPKM) quantification using HTSeq v0.6.1 R tool (Anders S.(2010). HTSeq: Analysing high-throughput sequencing data with Python). Calculation of genes fold change between samples and statistical analysis were made by feeding the libraries counts to DEseQ2 v1.24.0 with a FDR<0.1 (Anders S. and Huber W. (2012). Differential expression of RNA-Seq data

  Nos résultats offrent une vision large de la néogenèse des cellules bêta en tant que réponse adaptative dans plusieurs situations de résistance à l'insuline, qu'elle soit d'origine génétique ou médicamenteuse, induite chez le sujet jeune ou âgé. La première étude présentée dans ce mémoire démontre que le niveau d'adaptation pancréatique dépend de la sévérité de l'insulinorésistance. Nous avons montré que l'âge n'est pas une barrière à l'adaptation pancréatique et que l'augmentation de la masse des cellules bêta par néogenèse compense le déclin de leur fonction lié à l'âge pour assurer une production suffisante d'insuline. L'utilisation d'une analyse en 3D innovante du pancréas entier de souris adultes rendues insulinorésistantes nous a permis de valider l'augmentation massive de la masse des cellules bêta que nous avions décrite précédemment, notamment par néogenèse, caractérisée par un accroissement du nombre d'îlots de petite et très petite taille. Cette méthode d'étude du pancréas pourrait être utilisée comme un outil pour contrôler l'efficacité des stratégies thérapeutiques visant à augmenter la masse des cellules bêta in vivo, par exemple en réponse à des facteurs inducteurs. En effet, les travaux menés précédemment au laboratoire ont montré le potentiel pro-néogénique de facteurs contenus dans le sérum de souris insulinorésistantes. La seconde étude présentée dans ce mémoire a mené à l'identification de quatre facteurs sécrétés par les cellules musculaires insulinorésistantes et induisant la différenciation de précurseurs endocrines en cellules alpha et bêta dans un modèle de néogenèse ex vivo de pancréas embryonnaires à E11.5 : la protéine morphogénétique osseuse 6 (BMP6), la myostatine (MSTN), l'amphiréguline (AREG) et l'épiréguline (EREG). MSTN, AREG et EREG stimulent l'expression par les cellules précurseurs de facteurs de différenciation endocrine essentiels tels que NEUROG3, NeuroD et Insm1. De façon intéressante, l'expression de NEUROG3 est normalement transitoire et décroit rapidement à E12, toutefois MSTN, AREG et EREG permettent l'amplification et le maintien de cette expression au-delà de 7 jours de culture ainsi que des cibles de NEUROG3, NeuroD et Insm1. De même, l'expression de l'insuline et du glucagon est précoce et amplifiée dans les bourgeons pancréatiques cultivés en présence de MSTN, suggérant la formation de cellules alpha et bêta dès 3 jours de culture. Après 7 jours de culture, MSTN et EREG augmentent l'expression de l'insuline et du glucagon, et ce processus de différenciation endocrine terminale est confirmé au niveau morphométrique par la multiplication par 7 ou par 2 de la fraction de cellules alpha et bêta dans les bourgeons pancréatiques cultivés pendant 7 jours en présence de MSTN ou EREG respectivement. A contrario, le traitement des bourgeons pancréatiques par BMP6 pendant 3 ou 7 jours n'a pas eu d'impact sur ces mêmes paramètres malgré une expérience préliminaire prometteuse (non montrée) mais non reproductible et l'on propose que la dose du traitement pourrait être optimisée afin d'obtenir une induction reproductible de la différenciation endocrine dans ce modèle. Enfin, l'effet de MSTN sur la différenciation endocrine des précurseurs est tel qu'il conduit à une réduction importante de la taille du bourgeon pancréatique après 7 jours de culture comparée aux contrôles, suggérant que la différenciation précoce et massive des précurseurs limite fortement leur prolifération et leur différenciation vers d'autres lignages pancréatiques non-endocrines. De tels résultats avaient également été observés lors de l'inhibition de la voie de signalisation Notch au cours du développement embryonnaire du pancréas, conduisant à une différenciation endocrine précoce des précurseurs avant la phase proliférative menant in fine à une diminution de la taille des pancréas (405). Ainsi, les résultats de ces deux études offrent une nouvelle perspective thérapeutique pour la régénération de cellules bêta par néogenèse chez l'adulte en situation d'insulinopénie ou de déplétion de la masse bêta, comme lors d'un diabète de type 1 ou 2. D'autres mécanismes d'accroissement de la masse bêta ont été mis en évidence dans divers modèles murins. De nombreuses études rapportent une expansion de la masse de cellules bêta dans des modèles murins obèses non-diabétiques (260, 263, 272, 273), en réponse à une concentration élevée de glucose in vivo ou in vitro (264, 268) ou en réponse aux incrétines GLP1 et GIP par exemple (283, 284). De plus, des modèles murins d'atteinte

Figure 12 :

 12 Figure 12 : L'analyse en 3D du pancréas de souris âgées de 1an rendues insulinorésistantes par un traitement CORT (3 semaines, C50) montre une tendance à l'augmentation du nombre d'îlots de Langerhans comme mécanisme d'adaptation de la masse des cellules bêta (A-B) : images représentatives d'une section en Z après acquisition par microscopie à feuille de lumière sur le pancréas entier marqué pour l'insuline de souris VEH (A) et C50 (B). (C-D) : images représentatives de la reconstruction 3D après segmentation du volume total (structure transparente) et des îlots (structures rouges) du pancréas de souris VEH (A) et C50 (B). (E-J) : volume du pancréas entier, volume total d'insuline, fraction insuline, nombre d'îlots total, volume moyen des îlots et densité d'îlots calculés après segmentation et analyse du pancréas de souris VEH (n=3) et C50 (n=4). (K) : distribution de la taille des îlots au sein du pancréas de souris VEH (n=3) et C50 (n=4). Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM. * p<0,05 C50 vs VEH
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 13 Figure 13 : Reconstructions informatiques (données du laboratoire non publiées) de l'acquisition simultanée au microscope à feuille de lumière de l'arborescence canalaire et des îlots de Langerhans du pancréas de souris âgée de 1 an contrôle (A) ou traitée à la corticostérone pendant 3 semaines (B). La densité insulaire et canalaire est fortement augmentée chez les animaux traités (quantitfications non montrées) et suggère une adaptation conjointe de ces deux entités en réponse à l'insulinorésistance cortico-induite.

  de la glycémie. De plus, le dosage de BMP6, MSTN, AREG et EREG dans le sérum de souris diabétiques, de femmes présentant un diabète gestationnel, de patients prédiabétiques intolérants au glucose ou DT2 sans atteinte de la masse bêta pourrait revêtir une valeur prédictive quant à l'évolution de la pathologie vers un DT2 avéré avec perte de masse des cellules bêta. Par exemple, la concentration plasmatique en MSTN (566-568) a déjà été corrélée positivement au développement du DT2 chez l'humain et pourrait souligner un défaut d'adaptation de la masse bêta par néogenèse chez ces patients par manque de précurseurs par exemple. De même, une autre hypothèse soulèverait la question de la nécessité de la sécrétion de plusieurs facteurs, peut-être de façon séquentielle ou avec une fenêtre d'action spécifique au cours de l'installation de l'insulinorésistance, afin de déclencher l'adaptation pancréatique par néogenèse de cellules bêta.Ainsi, la compréhension des mécanismes favorisant la différenciation endocrine dans notre modèle de bourgeon pancréatique ex vivo et leur transposition dans des modèles in vivo conduiraient à l'identification de nouvelles molécules/cibles thérapeutiques pour le diabète avec un impact limité aux précurseurs endocrines pancréatiques permettant la régénération des cellules bêta. Cependant, BMP6, MSTN, AREG et EREG appartiennent à des familles de facteurs de croissance dont plusieurs membres sont impliqués dans le développement de cancers (569-571) et, bien que certains facteurs de croissance soient le sujet d'essais cliniques (572), il convient d'être particulièrement attentif aux effets de ces facteurs sur le développement de tumeurs dans l'ensemble de ces modèles in vivo.un mécanisme adaptatif important chez la souris jeune et maintenu chez la souris âgée en réponse à l'insulinorésistance. Cette adaptation de la masse de cellules bêta par néogenèse est médiée par des facteurs circulants dont nous avons montré pour quatre d'entre eux une origine musculaire. L'utilisation d'un modèle ex vivo de néogenèse embryonnaire a permis la confirmation du potentiel pro-néogénique de ces facteurs. Bien que l'origine des cellules bêta néoformées et les mécanismes sous-jacents au recrutement et à la différenciation des précurseurs restent à déterminer dans notre modèle, de nouveaux outils technologiques ont été utilisés au laboratoire afin de caractériser ces paramètres tels que le kinome assay, l'analyse morphométrique en 3D des populations canalaires et insulaires et le scRNAseq.
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 1 Figure 1: Metabolic parameters and pancreatic analysis of mice treated with CORT for 8

(

  A, B and C) mRNA levels in isolated adult pancreatic islets from mice treated with VEH or CORT during 8 weeks; (A) mRNA levels of transcription factors involved in pancreatic development and endocrine cell maturation; (B) mRNA levels of genes encoding proteins involved in hormone secretion; and (C) mRNA levels of Ki67 islets from mice treated with VEH (white squares, n=3) or CORT (black squares, n=3). (D) Percentage of cells positive for insulin and BrdU within insulin-positive cells in pancreas from mice treated with VEH (white squares, n=5) or CORT (black squares, n=5). (E and F) Pictures of co-immunostaining for insulin (red) and pan-cytokeratin (brown) performed on pancreatic sections from mice treated with CORT during 8 weeks. (d: ducts; arrow points to beta cells in the ductal epithelium). (G) Quantification of ducts containing insulin cells and (H) pancreatic islets adjacent to ducts in pancreas from mice treated with VEH (white squares, n=3 at 1 week and n=4 at 8 weeks) or CORT (black squares, n=3 at 1 week and n=4 at 8 weeks). Values are expressed as means + SD. * p <0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001 CORT versus VEH mice. # p<0.05 CORT 8 weeks versus CORT 1 week.
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 5 Figure 5: New beta-cells did not derive from Sox9-or Ngn3-positive cells after CORT
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 7 Figure 7: Corticosterone treatment led to partial beta-cell regeneration after chemical

Figure 8 :

 8 Figure 8: Serum from CORT treated mice stimulates beta-cell neogenesis in embryonic
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 1 Figure 1. Direct effects of GC on pancreatic beta cell. GC exposure directly on beta cell leads to altered beta cell function, decreased glucose sensitivity, and insulin secretion and, in fine, to beta cell death. Most of the presented results were obtained in vitro, on isolated islets, primary beta cells, or beta cell lines.
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 2 Paradoxical Effects of GCs on Beta Cell Function and Mass In Vitro and In Vivo.
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 2 Figure 2. Effects of GC on adipocytes. Inactive GC are activated through the action of the specific enzyme 11b-HSD1. GCs can then bind to their receptors (GC receptor, or GR) or to the mineralocorticoid receptor (MR). The overall action of GCs on mature adipocytes leads to an increase in lipolysis (augmented LIPE, ATGL, and MGLL), a decrease in glucose uptake (decreased GLUT1 and GLUT4) and insulin resistance (reduced IRS1).
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 3 Figure 3. Effects of GCs on hepatocytes. Inactive GCs are activated through the action of 11b-HSD1. GCs binding to their receptor (GC receptor, or GR) leads in hepatocytes to glucose production through upregulation of neoglucogenesis (augmented PEPK and G6Pase), to lipids export and insulin resistance through reduced IR pathway, Akt activation, and increased FOXO1.
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 4 Figure 4. Effects of GCs on skeletal muscle cells. GCs bind to their receptor (GC receptor, or GR) and lead to protein catabolism (involving increased myostatin production) and amino acids release.Glycogen synthesis is reduced through increased GSK3 and reduced GC. Finally, insulin resistance is also induced by GCs through reduced Akt, GLUT4, and IR pathway.
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 4 Figure 4. Effects of GCs on skeletal muscle cells. GCs bind to their receptor (GC receptor, or GR) and lead to protein catabolism (involving increased myostatin production) and amino acids release. Glycogen synthesis is reduced through increased GSK3 and reduced GC. Finally, insulin resistance is also induced by GCs through reduced Akt, GLUT4, and IR pathway.Additionally, GCs have been shown to reduce PI3Kinase activity in myotubes in vitro[127]. Rats treated with DEX present reduced IR tyrosine phosphorylation in skeletal muscles[153], and decreased AKT phosphorylation in rat muscles and in a cell line of myotubes, the C2C12 cells[154]. Otherwise, GR is able to compete with IRS1 for its association with PI3kinase subunits p11 and p85, leading to reduced PI3Kinase activity and level of AKT phosphorylation[155]. Apart from direct interaction of GR with molecules involved in insulin signaling, deciphering the action of GC on muscle cells requires to identify genes that are activated or inhibited by GC treatment, since GC/GR complexes are potent transcription factors. Such study was performed and led to the identification of 173 potent targets of GC/GR in C2C12 cells, with some of the identified candidates involved in the insulin signaling pathway, such as p85α-PI3K[156].Concerning glycogen storage in muscles, a specific kinase called glycogen synthase kinase 3 (GSK3) phosphorylates and inhibits glycogen synthase. When insulin is elevated, AKT is activated and phosphorylates GSK3 to reduce its activity, leading to glycogen formation[151]. In contrast, GC are able to decrease the level of phosphorylated GSK3 resulting in an increased level of its dephosphorylated and active form, thus inhibiting glycogen synthase. Alternatively, GC play a permissive role for catecholamine action on muscles. GC are indeed required for the reduction of glycogen synthase activity induced by catecholamine treatment in rats[157].In a mouse model of hyperphagic and insulin resistant mice, ob/ob mice, GC blood levels are elevated[158]. Normalization of such levels by adrenalectomy in those mice restores muscle insulin sensitivity. In mice fed with a high fat diet, muscle insulin sensitivity is impaired and the use of a GR antagonist, RU38486, is sufficient to rescue muscle insulin sensitivity. Finally, in the muscle, the level of the receptor for the insulin-sensitizing adipokine adiponectin is reduced upon GC treatment[159].Due to this interconnected control of insulin signaling by GCs, studies have been conducted to define whether GC inhibition may improve insulin sensitivity, especially in skeletal muscles. As the enzyme 11b-HSD1 controls the levels of active GC, 11b-HSD1 inhibitors have been used in mice to define whether insulin sensitivity was increased. Actually, treatment of mice with a specific 11b-HSD1 inhibitor led to decreased blood glucose levels through decreased levels of the inhibitory form of IRS1 (phosphorylated on Serine 307) and increased levels of the activated form of AKT[160].
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 5 Figure 5. Integrated effects of glucocorticoids on glucose and lipid homeostasis and inter-organ communication. Impacts of GC treatment on the white adipose tissue, liver, and skeletal muscles, which are the main organs and tissues involved in the establishment of insulin resistance, as well as on the pancreas, which secretes insulin, are presented. Upon GC treatment, WAT, liver, and skeletal muscles develop insulin resistance but also influence each other and the pancreatic endocrine function through the secretion of peptides, adipokines, and myokines. Chronic exposure to GCs is associated with a pancreatic adaptation, characterized by an increase in basal insulin secretion, augmented beta cell proliferation leading to islet hyperplasia, and increased islet density, an indirect evidence of islet neogenesis.Author Contributions: All authors contributed to the writing, editing and reviewing of the manuscript. All authors have read and agreed to the published version of the manuscript. C.B. designed the figures.
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Figure 1 .

 1 Figure 1. Slug is chiefly expressed by vascular smooth muscle cells that adopted a macrophagelike phenotype in the neointima of type V atherosclerotic lesions of human carotid arteries. Serial sections of a representative human type V atherosclerotic lesion obtained from a carotid endarterectomy sample counterstained with hematoxylin and immunolabeled with an anti-Slug, an anti-CD68, an anti-smooth muscle actin (SMA), or an anti-smooth muscle-specific myosin heavy chain (SMMHC). Images of right panels are obtained at a magnification of 910. Proteins of interest appearing in brown are indicated by black arrows. The images are representative of serial sections from 4 different patients. a indicates adventitia, l, lumen; m, media. *Lipid core. **Fibrous cap.
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 4 Figure 4. Platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB) stabilizes Slug in the nuclei of rat vascular smooth muscle cells (VSMCs). A through D, Slug protein expression in rat VSMCs infected with an adenovirus delivering hemagglutinin-human Slug (HA-Slug) detected by an anti-hemagglutinin. GAPDH is a loading control. All images are representative of 4 independent experiments. A, Time-(upper) and dose-dependent (lower) effect of PDGF-BB. The concentration of PDGF-BB used for the kinetic (upper) is 10 ng/mL. The length of time of the treatments performed with increasing concentrations of PDGF-BB is 1 hour. B, Timedependent effect of 10 lmol/L of MG132 on Slug-hemagglutinin expression in infected rat VSMCs. C, Snapshots of Slug immunostaining on paraformaldehyde-fixed 4 0 ,6 0 -diamidino-2-phenylindole (DAPI)stained VSMCs treated with vehicle or PDGF-BB (10 ng/mL, 1 hour). Immunolabelings were analyzed by fluorescence microscopy (940). Images shown are representative of 4 independent experiments. D, Slug, GAPDH, and histone deacetylase 1 (HDAC1) expression in cytosolic and nuclear fractions from cells treated with vehicle or PDGF-BB (10 ng/mL, 1 hour). Densitometry analyses of Western blots are given in Figure S3.
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 5 Figure 5. Platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB) stabilizes Slug through the extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) pathway in vascular smooth muscle cells. Cells were infected with an adenovirus delivering hemagglutinin-human Slug (HA-Slug). A, Left panel: representative Western blot showing Slug, GAPDH, and total Akt expression as well as the phosphorylation of Akt and GSK3b on Ser473 and Ser9, respectively, in cells preincubated (or not) with the PI3kinase/Akt inhibitor LY2940002 (25 lmol/L) during 1 hour and treated for an additional hour with PDGF-BB (10 ng/mL) or vehicle. A, Right panel: representative Western blot showing Slug expression in cells treated for 6 hours with or without the glycogen synthase kinase-3b (GSK3b) inhibitor CHIR99021 (3 lmol/L) and/or MG132 (10 lmol/L). B, Representative Western blot showing Slug, GAPDH, total ERK1/2, and P-ERK1/2 expressions in cells preincubated with the ERK1/2 inhibitors U0126 (10 lmol/L) and PD98059 (15 lmol/L) for 1 hour and/or treated for 1 hour with PDGF-BB (10 ng/mL) or vehicle. C, Densitometry analysis of Western blots from 4 independent experiments showing HA-slug relative to GAPDH expression in PDGF-BB-treated cells in the presence of LY2940002, U0126, or PD98059. PDGF-BB+LY2940002, U0126, or PD98059 vs PDGF-BB alone, *P<0.05.
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 6 Figure 6. The downregulation of Slug has no effect on platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB)mediated migration and proliferation. Wound healing assay on serum-starved vascular smooth muscle cells transfected by control (Ctl) or Slug siRNA and treated with vehicle or 10 ng/mL PDGF-BB during 15 or 48 hours. Upper and middle panels: snapshots of a representative wound healing assay (obtained by phase contrast microscopy, objective 94) at time 0 (T0h), 15 (T15h), and 48 hours (T48h). Lower panel: quantification of the recolonized zone. The recolonized zone is the meanAESEM of 3 independent experiments and is expressed as the percentage of recolonization in the presence of PDGF-BB at T15h or T48h over T0h. ns indicates not significant.
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 7 Figure 7. Slug is involved in vascular smooth muscle cell (VSMC) transition towards an inflammatory phenotype. Cyclooxygenase-2 (COX-2) mRNA level (real-time quantitative polymerase chain reaction [RT-qPCR], A and D) and protein expression (Western blots, B and E) in VSMCs treated with vehicle or 10 ng/ mL of PDGF-BB for 1 hour (RT-qPCR) to 2 hours (Western blot). Cells were either transfected by control (ctrl) or Slug siRNA (A and B) or preincubated for 1 hour with 10 lmol/L U0126 or 15 lmol/L PD98059, both extracellular signal-regulated kinase (ERK1/2) inhibitors, or vehicle (D and E). A and D, Polymerase chain reaction results normalized relative to cyclophilin A (cycloA) are the mean of 4 experiments and are expressed as fold change relative to platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB)-treated VSMCs. B and E, Upper panels: Western blots are representative images of 3 experiments. GAPDH was used as a loading control. B and E, Lower panels: quantification of band intensity. Results are normalized relative to GAPDH and expressed as the mean fold over PDGF-BB-treated VSMCs obtained from 4 independent experiments. C and F, Prostaglandin E2 (PGE2) concentrations in cell supernatants were determined in VSMCs treated with vehicle or 10 ng/mL of PDGF-BB for 9 hours. Cells were either transfected by ctrl or Slug siRNA (C) or preincubated for 1 hour with 10 lmol/L of U0126 or vehicle (F). Results are expressed as fold change relative to PDGF-BB-treated VSMCs from 4 to 6 independent experiments. *P<0.05; **P<0.005.

Figure 8 .

 8 Figure 8. Slug is involved in the platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB)-mediated downregulation of genes involved in cholesterol efflux. Dil-labeled oxidized low-density lipoprotein (Dil-ox-LDL, 10 lg/mL, 16 hours) uptake by control-(Ctl) or Slug-siRNA transfected rat vascular smooth muscle cells (VSMCs) pretreated with vehicle or PDGF-BB (10 ng/mL, 6 hours). Cells are fixed with paraformaldehyde and 4 0 ,6 0diamidino-2-phenylindole stained for analysis by fluorescence microscopy (920, A, upper panel) or directly analyzed by flow cytometry (A, lower panel). A, Upper panel: snapshots representative of 3 independent experiments where 6 different fields per condition were examined. A, Lower panel: flow cytometry histogram representative of 3 independent experiments. B, Transcripts expression of ATP-binding cassette subfamily A1 (ABCA1) and G1 (ABCG1). Polymerase chain reaction results are expressed as the mean relative ratio (target gene/reference gene cyclophilin A [CycloA]) obtained from 4 experiments vs Ctl siRNA transfected cells: *P<0.05; vs Ctl siRNA-transfected cells treated with PDGF-BB: # P<0.05.
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 S5 Figure S5. PDGF-BB allows rat VSMCs to secrete PGE2. Rat aortic smooth muscle cells
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 S6 Figure S6. PDGF-BB triggers Oxidized LDLs uptake in human VSMCs. A. Snapshots of

Figure S7 .

 S7 Figure S7. Oxidized LDLs and PDGF-BB synergize to induce Slug expression in rat

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  l'entrée de glucose qui sera utilisé immédiatement ou stocké sous forme de glycogène. Le stockage du glucose en glycogène dans le muscle est assuré par la glycogen synthase (GS) dont l'activité est dépendante de l'insuline. En effet, GSK3 inactive la GS par phosphorylation. Suite à la liaison de l'insuline à son récepteur et à l'activation d'une cascade de réactions, GSK3 est phosphorylée et inactivée(59). De ce fait, l'insuline joue un rôle majeur dans le métabolisme musculaire en permettant l'entrée et le stockage du glucose(60).On distingue deux types de fibres musculaires dites rapides ou lentes selon leur capacité à générer de l'énergie sous forme d'ATP, et donc à se contracter. Pour répondre à un effort musculaire immédiat, les fibres rapides sont capables de générer de l'ATP à partir de créatine produite par le foie et captée dans le sang avant d'être convertie en phosphocréatine de cortisol actif joue un rôle important dans l'homéostasie énergétique de ces tissus. Les GC sont des hormones lipophiles, c'est à dire capables de diffuser à travers la membrane plasmique pour fixer leurs récepteurs, le GR (Glucocorticoid Receptor) et le MR (Mineralocorticoid Receptor). Bien que le cortisol soit plus affin pour le MR que le GR, le MR est relativement peu exprimé par les différents tissus et capable de fixer d'autres stéroïdes qui présentent une meilleure affinité (dont l'aldostérone par exemple). De ce fait, le MR est rapidement saturé en présence de stéroïdes et la majorité des effets des GC sont médiés par leur fixation au GR ubiquitaire. Le GR est séquestré dans le cytosol par un complexe protéique formé par les protéines HSP90, HSP70, HSP56, P23 et FKBP5. La liaison GC-GR permet la libération du complexe protéique et la translocation du complexe GC-GR actif dans le noyau.

	hydroxystéroïdes-déshydrogénases de type 1 et de type 2 (respectivement 11b-HSD1 et 2).
	Chez l'homme, la 11b-HSD1 convertit la cortisone inactive (11-désoxycorticostérone chez les
	rongeurs) en cortisol actif (corticostérone chez les rongeurs) alors capable de se lier et

par la créatine phosphokinase (CPK). Cette première source d'énergie facilement mobilisable est néanmoins épuisée dans les premières secondes de l'effort physique. Les fibres rapides dégradent alors le glucose en pyruvate par voie anaérobique seule, ou glycolyse, sans utilisation de la respiration mitochondriale pour générer de l'ATP

(61)

. Ce processus permet une obtention rapide d'énergie pour répondre à un effort de courte durée (saut, sprint) mais consomme rapidement les réserves glucidiques de la cellule avec un faible rendement. A l'inverse des fibres rapides, les fibres lentes (plus riches en mitochondries) métabolisent le glucose par la voie de la respiration cellulaire, augmentant ainsi le rendement ATP/glucose. La génération d'ATP par cette voie, bien que plus lente, permet un effort prolongé

(61)

. Le glucagon joue un rôle indirect important dans le métabolisme musculaire en stimulant la glycogénolyse hépatique et la néoglucogenèse en période de jeûne ou d'effort physique prolongé afin de fournir du glucose. Il permet aussi l'obtention d'acides gras provenant de la lipolyse pour alimenter la voie de la β-oxydation dans le muscle.

Il est important de noter qu'à l'inverse du foie ou du tissu adipeux, les réserves de glycogène musculaire ne sont pas utilisables par les autres tissus. En effet, la dégradation du glycogène en glucose génère un intermédiaire phosphorylé, le glucose-6-phosphate, ensuite converti en glucose simple (capable de diffuser hors de la cellule) par la glucose-6phosphatase (G6Pase). Les cellules musculaires n'exprimant par cette enzyme, le glycogène est donc uniquement mobilisable par la cellule musculaire.

Afin d'assurer un effort prolongé, les cellules musculaires consomment des lipides provenant du tissu adipeux et du foie, mais libèrent aussi des acides aminés provenant du catabolisme de leurs protéines afin d'alimenter la voie de la néoglucogenèse hépatique.

e) Les glandes surrénales

Les glandes surrénales sont deux glandes endocrines asymétriques localisées audessus des reins. On peut diviser la glande surrénale en deux zones : la zone médullaire et la zone corticale. La médullosurrénale produit l'adrénaline et la noradrénaline qui élèvent la pression artérielle et le volume systolique du coeur. La corticosurrénale peut être subdivisée en trois zones chacune productrice d'hormones stéroïdes :

-la zone glomérulée produit les minéralocorticoïdes (comme l'aldostérone) pour réguler l'équilibre hydro-électrique (rétention d'eau et de sodium, excrétion de potassium) ; -la zone fasciculée produit les glucocorticoïdes (comme le cortisol) pour réguler le métabolisme énergétique, répondre aux situations de stress et réduire les phénomènes inflammatoires ; -la zone réticulée produit les androgènes.

Dans le cadre de cette thèse, nous nous focaliseront sur l'implication des glucocorticoïdes (GC) dans l'homéostasie métabolique.

La sécrétion des glucocorticoïdes est contrôlée par l'axe hypothalamo-hypophysosurrénalien (HPA). L'hypothalamus sécrète la corticolibérine CRF (Cortisol Releasing Factor) qui agit au niveau de l'hypophyse pour stimuler la libération d'ACTH (AdenoCorticTrophine Hormon). L'ACTH stimule la synthèse et la sécrétion des glucocorticoïdes par la zone fasciculée de la corticosurrénale. En retour, les glucocorticoïdes exercent un rétrocontrôle négatif sur la sécrétion d'ACTH et de CRF. La sécrétion du cortisol suit un rythme circadien, mais est aussi stimulée en réponse à un stress (physique ou émotionnel), afin de réguler le métabolisme glucidique, lipidique et protéique. 80 à 90% du cortisol circulant est lié à la transcortine, ou CBG (Corticosteroid-binding-globulin), 5% circule librement dans le plasma et le cortisol restant circule lié à l'albumine

(62)

. En plus de la production régulée de cortisol par l'axe HPA, la concentration de GC active peut être modulée localement par deux enzymes : les 11-bêtad'activer ses récepteurs. A l'inverse, la 11b-HSD2 inactive le cortisol en cortisone (ou la corticostérone en 11 désoxycorticostérone chez le rongeur)

(63)

. La 11b-HSD1 est fortement exprimée au niveau du muscle, du foie et du tissu adipeux, démontrant qu'une augmentation de la disponibilité Les effets génomiques du GR sont liés soit directement à sa fixation sur l'ADN sur des éléments de réponse activateurs ou répresseurs, respectivement GRE (Glucocorticoids Response Element) et nGRE ; soit à l'interaction avec d'autres protéines ou facteurs de transcription par un mécanisme nommé « tethering ». Le gène codant le GR (NR3C1) présentant lui-même des GRE et nGRE, le GR activé peut moduler son expression et ainsi participer au rétrocontrôle négatif des GC sur leur sécrétion

(64)

. Enfin, le GR peut réguler l'expression ou l'activité de nombreux gènes et protéines impliqués dans le contrôle de l'homéostasie métabolique. Les GC étant des hormones du stress, leur rôle principal du point de vue métabolique est de permettre une mobilisation rapide des ressources énergétiques par divers mécanismes (lipolyse, néoglucogenèse, répression des effets de l'insuline, inhibition de la sécrétion d'insuline, etc.) afin de permettre à l'organisme de combattre ou de fuir (modèle « Fight or Flight »)

(65)

. Au niveau du foie, les GC favorisent la néoglucogenèse en activant les enzymes PEPCK et G6Pase. Au niveau du tissu adipeux, les GC exercent à la fois un effet lipolytique et adipogénique selon le sous-type de tissu adipeux considéré (sous-cutané ou viscéral) menant au relargage d'acides gras dans la circulation. Au niveau du muscle, les GC réduisent le captage du glucose et favorisent la dégradation des protéines en acides aminés. La lipolyse du tissu adipeux et le catabolisme protéique fournissent des substrats favorisant la néoglucogenèse, permettant la mise en place d'une boucle hyperglycémiante. Enfin, au niveau du pancréas endocrine les GC réduisent d'une part la synthèse et la sécrétion de l'insuline par les cellules bêta et d'autre part favorisent la sécrétion de glucagon par les cellules alpha (65).

L'ensemble de ces mécanismes sera détaillé au cours de ce mémoire dans le cas d'une surexposition aux GC et ses conséquences dans le développement de l'insulinorésistance, c'est-à-dire l'ensemble des mécanismes menant à une diminution de la réponse cellulaire à l'insuline. II) Rupture de l'homéostasie métabolique Le maintien de l'homéostasie énergétique implique une collaboration profonde entre les tissus périphériques responsables du stockage et de l'utilisation des ressources (foie, muscle, tissu adipeux) et une réponse hormonale adaptée de la part des organes régulateurs (pancréas, surrénales). Lorsque la coordination entre les différents acteurs du maintien de cette homéostasie est perdue, on observe le développement de pathologies métaboliques. Notamment, ces pathologies peuvent être liées à une sous-production d'insuline, mais également à des phénomènes de résistance à cette hormone. A l'inverse, une surexposition chronique aux glucocorticoïdes peut être à l'origine d'une déstabilisation du métabolisme énergétique. Enfin, une atteinte génétique au niveau de tissus périphériques comme le tissu adipeux peut également engendrer des pathologies métaboliques. Dans cette partie, nous reviendrons plus précisément sur les pathologies du pancréas endocrine. Nous nous intéresserons aussi aux conséquences d'une surexposition aux corticoïdes ou d'atteintes génétiques du tissu adipeux, toutes deux ayant pour point commun la mise en place d'un phénomène de résistance à l'insuline. 1) Pathologies du pancréas endocrine : les diabètes Le diabète est une maladie chronique caractérisée par une hyperglycémie à jeun. Un patient est déclaré diabétique lorsque sa glycémie à jeun excède 1.26g/L. Une autre façon de poser un diagnostic d'hyperglycémie est une glycémie >200 mg/dl 2h après une charge en glucose de 75g. On parle d'état prédiabétique lorsque la glycémie à jeun est comprise entre 1.10 et 1.26g/L, associée ou non à une intolérance au glucose (perte progressive de sensibilité à l'insuline). Cette hyperglycémie chronique expose à de nombreuses comorbidités, en particulier liées à des atteintes rénales et cardiovasculaires. Il en résulte une mortalité accrue chez les patients diabétiques comparés à la population normo glycémique (66, 67). L'hyperglycémie chronique est le résultat d'un déficit de sécrétion d'insuline, ou insulinopénie. Une insulinopénie totale est caractéristique du diabète de type 1 ; une insulinopénie relative couplée à une résistance à l'insuline caractérise un diabète de type 2. Il existe également d'autres types de diabètes : génétiques, gestationnel, médicamenteux ou secondaires à une autre maladie. a) Le diabète de type 1 Le diabète de type 1 (DT1) est une maladie auto-immune qui mène à la destruction des cellules bêta pancréatiques. L'insulinopénie totale qu'elle engendre nécessite une supplémentation en insuline exogène à vie. Sans cet apport exogène d'insuline, cette maladie entraine une mort rapide par acidocétose. La mise en place du DT1 peut être divisée en 3 phases : premièrement, un événement déclencheur va entrainer une reconnaissance auto-immune des cellules bêta des îlots de Langerhans et l'infiltration par des lymphocytes T CD8+ et CD4+ ainsi que par des macrophages. A ce stade, le patient est encore normoglycémique. Lors de la deuxième phase, l'infiltration immunitaire et la destruction des cellules bêta entrainent une dysglycémie chez le patient en réponse à un challenge glycémique, reflétant un défaut de la sécrétion d'insuline ainsi qu'un excès de glucagon (dont la sécrétion n'est plus réprimée). Enfin, le stade 3 correspond généralement au stade du diagnostic clinique avec l'apparition d'une hyperglycémie chronique. A ce stade, on estime que 60 à 90% de la masse des cellules bêta a été détruite et une insulinothérapie est mise en place

  Ces systèmes possèdent également d'autres fonctionnalités comme le suivi continu et à long terme de la glycémie ou des alarmes en cas d'hypoglycémie qui permettent aux patients de mieux gérer au quotidien leur maladie. Les greffons obtenus à partir de ces cellules ont prouvé leur capacité à compenser un diabète de type 1 dans des modèles murins. Néanmoins, les limites éthiques et techniques qu'ils présentent fragilisent leur utilisation chez l'Homme. Une des limitations se situe au niveau de la technique de

	transplantation de ces cellules. Par exemple, une des solutions proposées est la greffe de
	cellules « nues » capables d'échapper au système immunitaire des patient DT1 suite à des
	modifications génétiques (80). Néanmoins, le risque de prolifération incontrôlée et de
	tératome serait accru. D'autres pistes visent à manipuler la population de lymphocytes T
	régulateurs (Treg), acteurs de la tolérance immunitaire inhibant la prolifération des
	lymphocytes T effecteurs, en ciblant particulièrement les lymphocytes T diabétogènes afin de

Enfin, un autre traitement repose sur le greffe d'îlots de Langerhans. Un greffon nécessite la digestion de pancréas de donneurs d'organes et l'isolement des îlots de Langerhans afin d'obtenir une préparation enrichie en îlots de Langerhans. Cette préparation est injectée dans la veine porte afin que les îlots se logent dans les sinus hépatiques d'où ils pourront sécréter de façon physiologique de l'insuline en réponse aux nutriments

(78)

. Afin d'obtenir un contrôle glycémique correct, les protocoles nécessitent des îlots isolés de 2-4 donneurs. Bien que cette technique permette dans certains cas de restaurer un contrôle endogène de la sécrétion d'insuline, elle présente des limitations importantes. Outre le nombre de donneurs nécessaire pour restaurer une euglycémie chez le patient greffé, cette technique nécessite la mise en place d'un traitement immunomodulateur, voire immunosuppresseur, pour éviter le rejet des îlots greffés. Plus concrètement, la plupart des patients inclus dans les protocoles de greffe d'îlots sont déjà traités par immunosuppresseurs pour greffe de rein. Toutefois, il a été montré que ces traitements immunosuppresseurs avaient eux-mêmes un impact négatif sur la sécrétion d'insuline et la survie du greffon (79). De surcroit, seuls les patients présentant par exemple des équilibres glycémiques très mauvais peuvent prétendre à une greffe d'îlots. Enfin, les études ont montré qu'au plus tard 5 ans après la greffe, plus de 90% des patients redeviennent insulinodépendants car le greffon aura été détruit (79). Ce protocole de greffe nécessitant 2-4 donneurs, on estime aujourd'hui que moins de 10% des patient atteints de DT1 pourraient être greffés. Il est donc nécessaire de développer des techniques alternatives à l'utilisation d'îlots humains. D'autres sources de cellules productrices d'insuline sont étudiées pour obtenir des greffons : cellules souches pluripotentes induites par reprogrammation génétique (iPS), cellules souches embryonnaires (ES) ou encore xénogreffes. préserver le greffon d'une nouvelle attaque immunitaire (81). Une autre piste repose sur une protection mécanique des cellules bêta greffées par un système d'encapsulation limitant le contact direct du greffon avec les cellules immunitaires. De tels systèmes permettraient également au greffon d'être alimenté en nutriment via la circulation sanguine, d'y libérer de l'insuline mais empêcherait aussi la fuite de cellules au potentiel tératogène. Plusieurs groupes travaillent actuellement au développement de biomembranes pour l'encapsulation de cellules bêta dérivées de cellules souches (SemmaTherapeutics/Vertex, ViaCyte)

  Ainsi, on estime que 90% des femelles et seulement 50% des mâles déclareront un DT1 malgré un fond génétique et un traitement identique. Les principaux gènes impliqués dans la pathogénèse sont similaires à ceux rencontrés chez l'Homme et concernent par exemple le le vieillissement des populations(92), mais surtout l'accès facilité à une nourriture énergétiquement très dense. De ce fait, l'épidémie de diabète va de pair avec l'épidémie d'obésité qui sévit à travers le monde : entre 1975 et 2020, les cas d'obésité ont triplé et plus 40% de la population mondiale est en surpoids. Les cas de DT2 ont quant à eux quadruplé sur la même période et plus de 80% des individus atteints de DT2 sont en surpoids. En effet, des études ont montré qu'une fois les cellules alpha isolées, leur sécrétion de glucagon était maintenue dans un milieu mimant une hyperglycémie. De plus, le déficit de production d'insuline par les cellules bêta ne permet plus d'inhiber la sécrétion de glucagon en période prandiale ou lors d'une hyperglycémie. Enfin, un phénomène de résistance à l'insuline a également été décrit dans les cellules alpha (104). De ce fait, lors d'un DT2 les atteintes du pancréas endocrine induisent la mise en place d'une boucle hyperglycémiante dans un contexte déjà hyperglycémique. L'autre versant pathologique du DT2 est l'insulinorésistance. L'équilibre glycémique est maintenu par une régulation fine du ratio insuline/glucagon et de l'action d'autres hormones, comme par exemple les glucocorticoïdes, et de leur action sur les organes majeurs du métabolisme : le muscle, le foie et le tissu adipeux. De plus, des défauts d'adipogenèse liés à la perturbation de la communication entre les voies WNT et BMP4 favorisent cette hypertrophie (112). La signalisation insulinique est alors perturbée, avec une réduction de l'expression et de l'activité de GLUT4 entrainant des défauts de lipogenèse et d'adipogenèse, une diminution de la synthèse de triglycérides et le relargage important d'acides gras libres. L'insuline n'est donc plus capable de freiner la lipolyse au profit de l'adipogenèse et de la lipogenèse. De ce fait, la quantité importante d'acides gras libres est stockée de façon ectopique au niveau du muscle et du foie (113).Cette accumulation hépatique d'acides gras libres perturbe la signalisation insulinique.Les souris LEP ob/ob sont hyperglycémiques et intolérantes au glucose mais ne présentent pas de dysfonction des cellules bêta. En effet, elles sont capables d'accroître leur masse de cellules bêta par prolifération pour compenser l'insulinorésistance malgré une hyperglycémie chronique. De ce fait, ce modèle mime un état prédiabétique plutôt qu'un DT2. Néanmoins, les souris LEP ob/ob présentent d'autres comorbidités comme une hyperlipidémie, une lipotoxicité, une réduction de la masse musculaire, et donc de l'activité physique, ainsi qu'une infertilité. Les souris LEP db/db partagent de nombreuses similitudes avec le modèle LEP ob/ob : hyperphagie, hyperglycémie, obésité précoce, etc. Néanmoins, ce modèle tend à présenter des dysfonctions des cellules bêta couplées à une hyperinsulinémie. Toutefois, et comme pour

	HLA de classe II (85).
	Un autre modèle murin est fréquemment utilisé pour mimer un DT1 : le diabète induit De même, 30% des individus obèses présentent également un DT2 (93). De façon inquiétante,
	par l'utilisation de streptozotocine (STZ), un agent alkylant toxique transporté par GLUT2 dans la proportion d'enfants et d'adolescents en surpoids ou atteints de DT2 ne cesse d'augmenter,
	la cellule bêta. La streptozotocine a été isolée en 1960 de la bactérie Streptomyces principalement dans les pays en voie de développement (Afrique, Amérique du sud, Asie du
	achromogenes et utilisée comme antibiotique à spectre large et antitumoral. Ses effets sud) et particulièrement dans les milieux défavorisés au niveau mondial (Chine, Inde, Etats-
	diabétogènes, clairement établis en 1969 (86), sont dus à la destruction sélective des cellules Unis, Europe) (70, 94 ). Enfin, le DT2 se met en place généralement plusieurs années avant
	Plus de 90% des cas de diabète recensés dans le monde sont des DT2 (91) et l'on estime
	que plus d'un adulte (20-79 ans) sur onze est aujourd'hui atteint de DT2 à travers le monde,

De grandes avancées ont déjà été obtenues grâce à l'utilisation de modèles animaux. Par exemple, le modèle de souris non obèse diabétique (NOD) a permis la clarification de la pathogenèse du DT1 dès le début des années 80. Il s'agit d'un modèle polygénique de DT1 caractérisé par une hyperglycémie chronique et une infiltration leucocytaire au niveau des îlots de Langerhans. Comme chez l'Homme, le déclenchement de la maladie implique plusieurs facteurs autres que le fond génétique, comme par exemple le microbiome, un traitement médicamenteux ou une infection virale. bêta entrainant une insulinopénie totale, une hyperglycémie et une hyperglucagonémie similaires à celles rencontrées chez le patient atteint de DT1

(87, 88)

. A l'inverse du modèle NOD, ce modèle présente l'avantage pour l'expérimentateur de contrôler le déclenchement du diabète indépendamment du fond génétique et des facteurs environnementaux. Enfin, l'administration de faibles doses de STZ permet aussi d'obtenir une insulinopénie relative semblable à un diabète de type 2

(89)

. Cependant, le modèle STZ représente une situation d'insulinopénie mimant celle observée chez le patient atteint de DT1 mais avec un rôle de l'auto-immunité dans le déclenchement de la maladie qui s'éloigne de la pathologie humaine.

b) Le diabète de type 2

Le diabète de type 2 (DT2) est une maladie multifactorielle dont le déclanchement associe une susceptibilité génétique à de mauvaises habitudes alimentaires et un mode de vie trop sédentaire. L'hyperglycémie chronique résulte d'une dysfonction et d'une perte de masse des cellules bêta couplées à un défaut de réponse des tissus sensibles à l'insuline (muscle, foie, tissu adipeux), phénomène plus connu sous le nom d'insulinorésistance périphérique. De la même façon que pour le DT1, de nombreuses comorbidités, notamment cardiovasculaires et rénales, sont associées au DT2

(90)

. soit approximativement 600 millions de personnes. Les projections des multiples organisations de santé (WHO, IDF, etc.) prévoient plus de 700 millions de cas d'ici 20 ans. Cette épidémie de diabète est liée à de nombreux facteurs environnementaux tels que la sédentarisation excessive ou d'être diagnostiqué et plus de 45% des individus diabétiques seraient non diagnostiqués, favorisant ainsi le développement de comorbidités invalidantes (cécité, amputations) et/ou létales (défaillances rénales ou cardiaques sévères)

(70)

.

Le DT2 est une maladie polygénique dont la prévalence varie beaucoup selon l'ethnicité des individus

(95)

. Des études génétiques ont mis en lumières plusieurs loci responsables d'une augmentation du risque de DT2 mais, tout comme le DT1, une combinaison de plusieurs variations génétiques est nécessaire au développement de la maladie. Ces variations génétiques affectent principalement la cellule bêta, en altérant la sécrétion d'insuline majoritairement

(95)

, mais aussi son activité, sa synthèse ou la capacité des tissus à répondre au signal insulinique

(96)

. Néanmoins, l'impact de ces variations génétiques peut être grandement réduit par les facteurs environnementaux, principalement par une alimentation équilibrée et une activité physique suffisante

(97)

. Ainsi, l'activité physique, même modérée, permet un afflux de sang dans les muscles et l'augmentation de la capture et de l'utilisation de glucose par ses cellules. Elle permet aussi de réduire la masse grasse viscérale connue pour augmenter le risque d'insulinorésistance

(98)

. Les deux mécanismes pathologiques conduisant au DT2 sont la mise en place d'une insulinorésistance d'une part et la dysfonction des cellules bêta d'autre part. La dysfonction et la mort des cellules bêta sont la conséquence d'une interaction complexe entre la physiologie de la cellule bêta et l'environnement nutritionnel de la cellule comme l'hyperglycémie ou l'hyperlipidémie causées par une alimentation trop riche, causant respectivement une glucotoxicité et une lipotoxicité (99). A cela s'ajoute évidemment la susceptibilité génétique précédemment évoquée, laquelle va grandement influer sur la capacité de la cellule bêta à s'adapter et survivre. L'excès chronique d'acides gras libres et de glucose active le signal pro-apoptotique Unfolded Protein Response (UPR) et génère un stress au niveau du réticulum endoplasmique causant alors l'inhibition de la pompe calcique SERCA (100). De la même façon, l'hyperglycémie et l'hyperlipidémie induisent un stress métabolique et oxydatif menant à la génération d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) extrêmement nocives pour la cellule bêta. Ces ROS inhibent la mobilisation du calcium intracellulaire et stimulent les voies pro-apoptotiques, causant un défaut de sécrétion d'insuline et in fine la mort de la cellule bêta. De plus, la surstimulation de la sécrétion d'insuline causée par l'hyperglycémie chronique engendre la biosynthèse massive de pro-insuline et d'amyline (ou human Islet Amyloid PolyPetides hIAPP, une hormone co-sécrétée avec l'insuline pour un rapport hIAPP/insuline de 1/100 ; ce ratio passant à 1/20 chez les patients DT2) et altére le processus de maturation de l'insuline. L'accumulation d'amyline et de pro-insuline mal conformées génère à son tour un stress du réticulum endoplasmique, la production de ROS causant l'inhibition de la mobilisation du calcium intracellulaire et l'activation des voies proapoptotiques. Ce phénomène favorise également la dégradation de l'ARNm de la pro-insuline et la production d'interleukine pro-inflammatoire IL1-β. Cette dernière va permettre le recrutement de macrophages activés, leur infiltration au sein de l'îlot et la destruction de l'îlot (100). L'accumulation de protéines amyloïdes va également former des oligomères puis des fibrilles insolubles chez l'Homme et le primate, ce processus étant favorisé par les ROS (101). Chez le rongeur (chez lequel IAPP ne forme pas de dépôts amyloïdes), il a été montré que la surexpression de la forme humaine de l'IAPP favorise la formation de dépôts mais aussi une dysfonction des cellules bêta et leur apoptose conduisant à une réduction de la masse de cellules bêta et à l'hyperglycémie (102). Chez l'Homme, 95% des patients DT2 présentent des dépôts amyloïdes contre 5% des patient non diabétiques (101). Comme décrit précédemment, la communication bêta-bêta mais aussi alpha-bêta est primordiale pour assurer l'homéostasie métabolique et réguler la sécrétion d'insuline et de glucagon. Lors de l'apoptose des cellules bêta ou de l'infiltration des îlots par les macrophages, les jonctions GAP bêta-bêta et alpha-bêta sont détruites. De ce fait, la sécrétion d'insuline déjà réduite est également perturbée dans sa cinétique biphasique : la première phase de sécrétion rapide est perdue alors que la seconde phase est amplifiée. On observe alors une hyperglycémie post-prandiale caractéristique de la perte de la phase rapide et déterminante dans le développement du diabète de type 2 (103). La sécrétion de glucagon est également sévèrement impactée par la perte de l'intégrité insulaire. Le muscle tient une place importante dans le développement du DT2 et subit des changements structuraux, métaboliques et fonctionnels. En effet, chez un individu atteint de DT2 on observe une atrophie musculaire (105), une réduction de la proportion de fibres lentes au profit des fibres rapides (106), une réduction du captage du glucose (107) et de la synthèse de glycogène (108), une perturbation du cycle de la β-oxydation (109) ou bien encore une modification de la sécrétion d'hormones musculaires, ou myokines (110). Ces modifications ont pour conséquence une réduction de la capacité contractile des muscles et une réduction des performances à l'effort. Enfin, on observe aussi une réduction des capacités de régénération du muscle en raison d'une atteinte des progéniteurs musculaires (111). La cause principale de ces phénomènes est la perturbation de la signalisation insulinique. En effet, une alimentation riche en graisses associée à la perte de l'inhibition de la lipolyse par l'insuline entraine une augmentation importante des acides gras circulants. L'infiltration de ces derniers au niveau du muscle forme des dépôts ectopiques délétères, ou lipotoxicité. Les acides gras activent la PKC entrainant la phosphorylation inactivatrice des protéines IRS. De ce fait, la fixation de l'insuline à son récepteur ne permet plus l'activation de la cascade de phosphorylation menant au recrutement de GLUT4 à la membrane et à l'entrée de glucose dans les muscles. Les cellules musculaires ainsi privées de glucose entament un processus catabolique provoquant le relargage d'acides aminés, substrat de la néoglucogenèse hépatique, et l'entretien de l'hyperglycémie chronique. Au niveau du tissu adipeux, l'hypertrophie des adipocytes provoquée par un régime trop riche en graisses et en sucres induit une inflammation chronique de bas grade et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6, TNF). Il en résulte d'une part un défaut de la synthèse de glycogène et d'autre part une néoglucogenèse accrue et favorisée par les acides aminés et les acides gras libérés par les muscles et les tissus adipeux insulinorésistants. Le foie va également produire des molécules pro-inflammatoires comme la protéine C réactive (CRP) (114). Il est important de noter que l'insulinorésistance et la diminution de production de l'insuline sont toutes deux indispensables au déclenchement du DT2. En effet, l'insulinorésistance seule n'est pas responsable d'un DT2 si les cellules bêta sont capables d'adapter leur sécrétion d'insuline. En réalité, c'est l'incapacité des cellules bêta à produire suffisamment d'insuline pour compenser l'insulinorésistance qui entraine l'installation d'une hyperglycémie chronique. Une fois l'hyperglycémie chronique installée, la glucotoxicité et la lipotoxicité qui s'en suivent favorisent l'épuisement et la mort des cellules bêta (115). De nombreux modèles d'études murins du DT2 s'appuient sur le lien entre obésité, insulinorésistance et DT2. L'obésité est alors induite par un régime obésogène (riche en graisse, HFD ; riche en graisse et en sucrose (HFHS) ; etc.) ou des manipulations génétiques (mutation de la voie de signalisation leptine). Il est important de noter que si la plupart de ces modèles présentent une insulinorésistance franche, tous ne vont pas développer un DT2 ce qui suggère une adaptation des cellules bêta. Il existe également des modèles « minces » de DT2 mettant en cause une dysfonction des cellules bêta, comme par exemple le modèle de rat Goto-Kakizaki. Les deux modèles murins monogéniques les plus utilisés, les souris LEP ob/ob et LEP db/db , présentent respectivement une mutation du gène codant la leptine ou son récepteur. Ces mutations privent les animaux du signal de satiété apporté par la signalisation de la leptine et conduit à une hyperphagie et au développement d'une obésité massive dès le plus jeune âge. le modèle LEP ob/ob , la souche à partir de laquelle le modèle monogénique est obtenu influence grandement le développement d'un état prédiabétique et son évolution vers un DT2 avec dysfonction des cellules bêta (116).

Le modèle de rat Goto-Kakizaki (GK) a été produit par l'accouplement répété de rats Wistar présentant une intolérance au glucose (117). Il s'agit d'un modèle non obèse de DT2.

A l'inverse des modèles LEP ob/ob et LEP db/db , c'est un défaut de la production d'insuline et non l'insulinorésistance qui initie l'hyperglycémie. Cette dysfonction des cellules bêta varie en fonction de la colonie d'où provient le rat mais les deux causes les plus représentées sont un défaut de sécrétion de l'insuline et/ou une réduction de la masse de cellules bêta due à une inflammation et une fibrose spontanée des îlots de Langerhans

(116, 118, 119)

. De ce fait, les rats GK constituent un bon modèle pour l'étude des susceptibilités du pancréas endocrine dans le DT2. L'hyperglycémie chronique induite par le DT2 engendre des complications, principalement vasculaires et rénales. Si le DT2 n'est pas équilibré, c'est-à-dire si l'hyperglycémie n'est pas contrôlée, on observe le développement de micro et macro angiopathies au niveau rénal (néphropathie), oculaire (rétinopathie) ou nerveux (neuropathie) pouvant conduire à des nécroses suivies d'amputation (« pied diabétique » par exemple) ou à une cécité. La première recommandation pour un individu atteint de DT2 est de corriger son régime alimentaire et d'augmenter son activité physique afin de réduire les apports caloriques et de favoriser l'insulino-sensibilité des tissus. Malheureusement, la plupart des patients atteints de DT2 ne parviennent pas à contrôler leur glycémie de cette manière et la mise en place de thérapies médicamenteuses est alors nécessaire. L'objectif de ces traitements est de réduire la glycémie soit en favorisant la sécrétion d'insuline, soit en réduisant l'insulinorésistance. Il existe plusieurs classes d'insulino-sécréteurs :

  De ce fait, les besoins en insuline sont réduits. Leur action sur les tissus insulino-sensibles (foie et muscle) est médiée par les récepteurs PPAR (Peroxysome Activated Receptor) pour favoriser le métabolisme glucidique et lipidique. Néanmoins, plusieurs formes de glitazones (Pioglitazone et Rosiglitazone) ont été retirées du marché car suspectées d'augmenter les risques cardiovasculaires et de cancer des os et de la vessie. Enfin, si une bithérapie associant sulfamides et biguanides ou une trithérapie associant aux deux précédent un inhibiteur de DPP4 échoue, alors la mise en place d'une insulinothérapie est nécessaire. A noter que chez le patient obèse, une alternative peur être l'ajout d'analogues du GLP-1 avant de recourir à l'insuline pour contrôler la glycémie. Cette insulinorésistance est un processus physiologique, inversé dès l'accouchement, avec notamment la chute des hormones d'insulinorésistance. Il est important de noter que la croissance compensatoire de la masse de cellules bêta chez la mère précède le développement de l'insulinorésistance. En effet, les hormones lactogènes placentaires et la prolactine, dont la sécrétion augmente tout au long de la grossesse, induisent la prolifération des cellules bêta in vitro et in vivo et favorisent aussi la sécrétion d'insuline en réponse au glucose (122). Ces effets sont médiés par la fixation de la prolactine et des lactogènes placentaires à un même récepteur, le récepteur à la prolactine (PRLR) présent sur les cellules bêta (123). Parmi les gènes activés par la signalisation du PRLR dans la cellule, les enzymes

c) Les autres formes de diabète

Le diabète gestationnel

Le diabète gestationnel se définit comme une intolérance au glucose provoquée ou révélée au cours de la grossesse. On distingue deux types de diabète gestationnel : le premier répond à un régime alimentaire adapté et ne nécessite pas de traitements médicamenteux ni d'insulinothérapie. Le second nécessite l'emploi d'insulino-sensibilisateurs, d'insulinosécréteurs ou d'insuline pour parvenir à contrôler la glycémie comme dans le cas d'un DT2.

Bien que l'étude des antécédents familiaux et médicaux de la femme enceinte puissent aider à prévoir un diabète gestationnel, cette technique seule ne permet pas d'identifier 50% des cas. C'est pourquoi il est recommandé à toutes les femmes entrant dans leur 6 ème mois de grossesse d'effectuer un test oral de tolérance au glucose (120).

Au cours de la grossesse, une insulinorésistance maternelle physiologique se met progressivement en place afin de favoriser le flux de glucose vers le foetus et assurer son développement. Au cours du 2 ème trimestre de grossesse, le placenta sécrète une hormone, le lactogène placentaire, principal responsable de la mise en place de l'insulinorésistance maternelle. En effet, cette hormone agit au niveau des tissus périphériques de la mère pour altérer les sous-unités bêta du l'IR, réduire la phosphorylation des tyrosines kinases en aval de l'activation de l'IR et remodeler les protéines IRS1. D'autres hormones produites par la mère ou le placenta favorisent également l'insulinorésistance et l'hyperglycémie telles que la prolactine, l'hormone de croissance, ou la progestérone. L'hyperglycémie maternelle est ainsi transmise au foetus en traversant le placenta, ce qui stimule la production d'insuline par le pancréas foetal qui, par ses propriétés anaboliques, favorise la croissance du foetus (121). limitantes de la synthèse de la sérotonine, tryptophan hydroxylase 1 et 2 (TPH1/2), semblent impliquées dans la prolifération des cellules bêta (124). Une atteinte de la voie de synthèse ou de la sécrétion de sérotonine dans les cellules bêta au cours de la grossesse réduit l'expansion de la masse bêta par prolifération et induit une intolérance au glucose chez la souris. Chez l'Homme, le mécanisme privilégié pour l'expansion de la masse de cellules bêta semble être la néogenèse et non la prolifération. En effet, une étude menée sur le pancréas de femme décédées au cours de leur grossesse révèle une augmentation de la fraction bêta sans augmentation de la taille moyenne des îlots. Notamment, on remarque une augmentation du nombre d'îlots de petite taille et de cellules canalaires positives à l'insuline (125).

Comme tous les diabètes, le diabète gestationnel ne se déclare que lorsque les cellules bêta maternelles sont dysfonctionnelles et incapables de s'adapter à l'insulinorésistance.

Plusieurs facteurs de risques sont reconnus pour le diabète gestationnel : surpoids et obésité ; faible activité physique ; antécédents familiaux de DT2 ; syndrome des ovaires polykystiques ; pathologies cardiovasculaires ; etc. Enfin, bien que généralement réversible, les femmes ayant déclaré un diabète gestationnel ont jusqu'à 60% de risque de déclarer un DT2 dans les 10 à 20

  des mutations hétérozygotes de plusieurs gènes ont été identifiées comme étant à l'origine de MODY. Les deux MODY les plus représentés sont les.Le MODY-2 est dû à la mutation du gène codant la glucokinase, indispensable au métabolisme du glucose dans les cellules bêta et les hépatocytes. En réduisant son activité de phosphorylation du glucose en G6P dans les cellules bêta, cette mutation entraine une réduction de plus de moitié de la sécrétion d'insuline en réponse au glucose (128). De ce fait, la quantité de glucose nécessaire au déclenchement de la sécrétion d'insuline est bien plus élevée que chez un sujet non atteint. En parallèle, les hépatocytes voient leur synthèse de glycogène post-prandiale réduite et leur production de glucose augmentée, favorisant encore

	pour le traitement de nombreuses maladies auto-immunes et inflammatoires dans les
	domaines de la pneumologie, de la dermatologie, de l'endocrinologie, de la rhumatologie, de
	la gastro-entérologie ou encore de l'oncologie. Outre l'amélioration de la qualité de vie
	apportée par leur utilisation thérapeutique, les GC présentent de nombreux effets
	secondaires sur plusieurs paramètres physiologiques, métaboliques, voire psychologiques
	(dépression, irritabilité, insomnie, etc.). Les effets indésirables des GC dépendent fortement
	de la dose, du type de stéroïdes utilisés et de la durée du traitement. Néanmoins, la condition
	physique et les prédispositions génétiques du patient avant le début du traitement
	influencent fortement la survenue de ces effets secondaires, suggérant l'existence de
	l'hyperglycémie (129). populations vulnérables (65).
	Le MODY-3 est quant à lui provoqué par une mutation du gène HNF-1α (hepatocyte Le traitement par GC est fréquemment associé à une hyperglycémie, à une
	nuclear factor 1-α). Ce gène est associé au flux glycolytique et à l'expression de GLUT2 dans redistribution des dépôts graisseux et à une résistance à l'insuline. Le traitement prolongé par
	les cellules bêta matures. De nombreux gènes présentent un domaine de liaison à HNF-1α GC peut-être à l'origine d'un diabète dit « cortico-induit ». Cependant, les voies
	dans les cellules bêta tels que le gène codant l'IR (130). Au cours du développement, HNF-1α d'administration de GC n'ont pas les mêmes résultats sur l'incidence du diabète à long terme,
	semble impliqué dans la prolifération des cellules bêta. Cependant, l'étude de ce gène dans avec généralement une association plus faible pour l'inhalation, l'application topique ou les
	des modèles murins est compliquée du fait du fort taux de mortalité dû à sa délétion, associée injections intra-articulaires. On estime que jusqu'à 2% des cas de diabètes type DT2 sont
	à de graves atteintes hépatiques, rénales et pancréatiques (131). La physiopathologie de ce associés à des thérapies GC orales ou intraveineuses (136).
	diabète reste peu caractérisée à ce jour mais on observe chez les patients MODY-3 une Une enquête sur la prévalence des facteurs de risque d'hyperglycémie chez les patients
	diminution de la sensibilité à l'insuline, des anomalies de l'insulinosécrétion (132) et une hospitalisés recevant des GC montre que la majorité présente des épisodes hyperglycémiques,
	hyperglycémie sévère. De même, on constate une atteinte au niveau de l'expression de gènes avec plus d'occurrences chez les patients ayant des antécédents familiaux de diabète (137).
	du développement des cellules bêta (facteur régulateur 6 ou RFX6) (133) et du métabolisme Les patients subissant une corticothérapie orale/intraveineuse chronique ou prolongée
	(GLUT2, G6P, etc.) (134, 135) des îlots. doivent être étroitement surveillés afin de prévenir et traiter l'apparition d'une hyperglycémie
	Enfin, les quatre autres formes de MODY touchent tous des facteurs de transcription : (138). Il a été montré que si le développement d'une résistance à l'insuline peut prendre
	HNF-4α pour le MODY-1 ; IPF1 pour le MODY-4 ; HNF-1β pour le MODY-5 et NEUROD1 pour jusqu'à un ou deux jours de traitement, une seule exposition aiguë aux GC induit des
	le MODY-6 (127). altérations de la tolérance au glucose en 12h chez des volontaires sains (139). Les origines de
	ces anomalies du métabolisme du glucose sont complexes et impliquent de multiples organes.
	Le diabète cortico-induit
	De façon physiologique, une exposition de courte durée à des doses importantes de
	GC inhibe passagèrement la sécrétion d'insuline et réduit la signalisation insulinique pour
	restreindre le stockage et favoriser le relargage des ressources énergétiques mobilisables par
	les muscles et le cerveau. Les GC présentent également de puissantes capacités anti-
	inflammatoires et immunosuppressives. De ce fait, les GC synthétiques sont largement utilisés

1 et 2 sont des maladies où la susceptibilité polygénique et les facteurs environnementaux sont associés pour déclencher la maladie. Cependant, il existe des formes de diabètes monogéniques appelés MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young). A ce jour,

  Figure 2 : L'exposition directe des cellules bêta aux GC induit une altération de leur fonction associée à une diminution de la sensibilité au glucose, de la sécrétion d'insuline et à l'apoptose. La plupart des résultats présentés ont été obtenus in vitro, sur des îlots isolés, des cellules bêta primaires ou des lignées de cellules bêta murine ou humaines. D'après (65) En effet, les GC induisent l'ouverture des pores mitochondriaux et altèrent l'ADN mitochondrial d'où une dysfonction des mitochondries menant à la production de ROS et à la réduction de la production d'ATP (65, 170).

	GC augmentent l'expression et l'activité de la kinase SGK1 (Serum-and Glucocorticoid-(152). Comme précisément ultérieurement, les GC sont des hormones du stress qui favorisent sur la sécrétion d'insuline avec une action plus spécifique sur la fonction mitochondriale et le production de VLDL et, parallèlement, inhibent la lipolyse hépatique, résultant en un cercle
	Inducible Kinase 1). Cette dernière augmente l'activité repolarisante des canaux potassiques, une élévation de la glycémie afin de fournir les substrats nécessaires à la mise en place des stress oxydatif (159, 160). De plus, il a été établi que la sous-nutrition maternelle et foetale vicieux hyperlipidémiant dans le foie et favorisant l'installation de la stéatose (168). Le rôle du
	réduisant ainsi l'activité des canaux calciques et donc l'exocytose des vésicules contenant mécanismes de fuite ou de combat (contractions musculaires intenses, etc). Néanmoins, conduit à une augmentation des niveaux de GC et résulte en un faible poids de naissance GR dans le développement de la stéatose hépatique est également mis en évidence dans des
	l'insuline (149). L'exposition prolongée des cellules INS1 (lignée de cellules bêta pancréatiques l'exposition chronique à des doses supraphysiologiques de GC active différents mécanismes, associé à une diminution de la masse de cellules bêta et à une intolérance au glucose à l'âge modèles d'invalidation spécifique du GR hépatique. Les animaux invalidés pour le GR au
	de rat) aux GC induit aussi un stress du réticulum endoplasmique, conduisant à l'altération de notamment au niveau des cellules bêta, pour permettre de maintenir l'euglycémie. Pour adulte (161, 162). Enfin, notre équipe a démontré dans un modèle murin adulte niveau du foie présentent une amélioration de la stéatose hépatique et la normalisation des
	la biosynthèse d'insuline dans les cellules. L'accumulation de protéines mal formées active la exemple, des rats traités pendant un jour avec des GC montrent une adaptation pancréatique d'insulinorésistance sévère induite par les GC la mise en place d'une adaptation de masse et concentrations en triglycérides hépatiques (169).
	voie UPR et conduit in fine à l'apoptose des cellules (150). Une étude s'est intéressée à la avant l'apparition d'une insulinorésistance franche avec une hyperinsulinémie et une de fonction par les cellules bêta. Ces résultats seront détaillés dans une prochaine partie. Enfin, les GC agissent également au niveau des mitochondries des hépatocytes, et les
	communication intracellulaire entre GSK3 et GR au sein de la cellule bêta. L'inhibition augmentation de la sécrétion d'insuline stimulée par le glucose (Glucose Stimulated Insulin Enfin, les GC stimulent aussi la sécrétion de glucagon, ce qui amplifie d'autant plus la perturbations causées par une exposition prolongée aux GC favorisent l'insulinorésistance
	pharmacologique et génétique de la GSK3 a mis en évidence son implication dans l'apoptose gluco-induite des cellules bêta mais aussi dans les défauts de sécrétion de l'insuline en réponse au glucose via l'expression favorisée de canaux potassiques dans des cellules INS1 et des îlots isolés murins et humains. GSK3 participe aussi à la localisation nucléaire du GR activé et favorise son expression, mécanisme qui semble spécifique à la cellule bêta et contribuerait aux effets délétères des GC sur la cellule bêta. A noter que l'inhibition de l'isoforme GSK3β seul suffit à abroger les effets pro-apoptotiques des GC sur la cellule bêta (151). Enfin, une étude a montré, dans des îlots isolés humains et murins traités avec des GC, que la suppression de l'activité des canaux calciques n'altérait pas la sécrétion d'insuline ou la réponse des cellules bêta au glucose. En effet, les auteurs ont identifié une boucle de rétroaction amplifiée enzymatiquement par laquelle les GC stimulent la production d'AMPc pour maintenir la sécrétion d'insuline face à des signaux ioniques perturbés. Ils ont également souligné que la lipotoxicité empêchait cette augmentation d'AMPc par les GC, supprimant ainsi l'amélioration de la sécrétion d'insuline (142). Sachant que des niveaux élevés de GC conduisent à une lipolyse accrue et une à dyslipidémie, il est important d'étudier des systèmes intégrés pour mieux appréhender l'influence des GC sur la fonction des cellules bêta et comprendre la dichotomie de réponses in vitro et in vivo Les modèles in vivo montrent quant à eux une grande hétérogénéité dans la réponse Secretion) de la part d'îlots isolés. Après 3 à 5 jours de traitement, l'insulinorésistance est marquée et l'hyperinsulinémie est associée à une hyperplasie des cellules bêta. La mise en place de l'adaptation de masse des cellules bêta dépend du temps d'exposition et de la dose, car seule une augmentation de la sécrétion d'insuline est nécessaire pour contrecarrer les effets du traitement par GC à court terme ou à faible dose (153, 154). De la même manière, l'exposition aux GC associée à un régime riche en graisses (HFD) augmente d'abord la sécrétion d'insuline puis la masse des cellules bêta par prolifération. Cependant, le HFD et les GC agissent en synergie et engendrent une insulinorésistance au-delà de la capacité d'adaptation des cellules bêta, menant d'abord à une intolérance au glucose puis à une hyperglycémie chronique (155). Une autre étude s'est intéressée à l'effet d'une surexpression bêta spécifique du GR sur le développement d'un diabète cortico-induit. Avec l'âge, l'insulinorésistance des tissus cibles de l'insuline augmente de façon physiologique et avec elle la sécrétion d'insuline. Néanmoins, chez les souris surexprimant le GR on observe une intolérance au glucose dès l'âge de 3mois qui évolue vers un DT2 à l'âge de 1 an. Les GC exercent donc un effet diabétogène fort et leur action amplifiée sur les cellules bêta seules suffit à déclencher un DT2 (156). Par ailleurs, si la surexpression du GR dans des cellules bêta matures n'altère pas la prolifération mais réduit la sécrétion d'insuline, la surexpression du GR dans les cellules néoglucogenèse, la glycogénolyse et la lipolyse gluco-induites. En effet, une étude menée sur des sujets sains non obèses auxquels des GC ont été administrés (dexaméthasone, 2mg/j pendant 3 jours) a montré 1) une augmentation de 55% de la glucagonémie basale et 2) 60% à 100% d'augmentation de la glucagonémie en réponse à une perfusion d'alanine ou à l'ingestion de protéines (163). De même, des rats soumis à un traitement chronique par GC (dexaméthasone) présentent une insulinorésistance, une hyperglycémie, une hyperinsulininémie et une hyperglucagonémie. Cependant, l'emploi d'un antagoniste du récepteur au glucagon permet de normaliser la glycémie dans ce modèle. De façon intéressante, à l'inverse d'îlots isolés traité in vitro par des GC, les îlots provenant de rats traités par GC présentent une tendance à l'augmentation de la masse alpha, une perte d'inhibition de la sécrétion de glucagon en présence de glucose et une augmentation de la sécrétion d'insuline induite par le glucagon, notamment grâce à un nombre plus élevé de récepteurs au glucagon sur les cellules bêta. Ainsi, les effets néoglucogéniques et diabétogènes des glucocorticoïdes sont également la conséquence de leur action directe sur le pancréas endocrine causant le dysfonctionnement et l'apoptose des cellules bêta et favorisant la sécrétion de glucagon par les cellules alpha. Le foie Dans le foie, les GC augmentent la production endogène de glucose en activant de nombreux gènes impliqués dans le métabolisme des glucides, comme la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) et la glucose-6-phosphatase (G6Pase), induisant la néoglucogenèse (Figure 3) (164). En effet, le gène codant pour la PEPCK possède deux GRE au niveau de son promoteur. L'expression du co-activateur de PPARgamma mais aussi du GR est réprimée par l'insuline. Une fois activé, le GR agit en synergie avec différents facteurs comme PGC1alpha pour stimuler l'expression de la PEPCK. De la même manière, le gène codant la G6Pase possède des GRE et son expression est favorisée en présence de GC. Enfin, les récepteurs LRX (Liver X receptors), appartenant à la famille des récepteurs nucléaires senseurs du cholestérol, ont montré leur implication dans le recrutement du GR activé sur les GRE des gènes néoglucogéniques. De façon intéressante, il a été montré que l'ajout d'agonistes LRX contrecarre l'hyperglycémie GC-induite par la formation d'hétérodimères LRX-RXR (retinoic acid receptor) capables de se fixer sur les GRE à la place du GR. De ce fait, il semble que l'activité néoglucogénique du GR soit modulée par l'interaction protéine-protéine hépatique. Le tissu adipeux
	pancréatique à l'exposition aux GC, associée à un tableau métabolique complexe impliquant précurseurs embryonnaires diminue la fraction de cellules bêta à l'âge adulte sans pour autant des différentes isoformes LRX (165, 166). La lipolyse et la dégradation des protéines Le tissu adipeux est une des cibles majeures des GC, et les conséquences d'une
	plusieurs organes. Ils permettent l'étude de l'évolution de la fonction mais aussi de la masse réduire la sécrétion d'insuline ou générer d'intolérance au glucose (157). A l'inverse, la musculaires induites par une exposition à long terme aux GC fournissent également des exposition prolongée du tissu adipeux à ces derniers est responsable en grande partie de
	des cellules bêta. délétion du gène codant le GR dans les cellules précurseurs pancréatiques mène à un substrats pour la néoglucogenèse. De plus, un apport élevé de glycérol et d'acides gras au foie l'insulinorésistance généralisée observée dans les cas d'hypercorticisme, via notamment le
	Un modèle de souris surexprimant le GR spécifiquement au niveau des cellules bêta a doublement de la masse de cellules bêta à l'âge adulte, suggérant que les GC constituent des sont responsables d'une perturbation de la signalisation insulinique hépatique et du relargage massif d'acides gras libres et l'incapacité à capter le glucose sanguin. De plus, il a été
	mis en évidence une réduction de la sécrétion d'insuline et le développement d'une inhibiteurs majeurs du développement des cellules bêta (158). La protéine PGC1α, un co-démontré que les GC n'ont pas le même impact selon le sous-type de tissu adipeux considéré développement d'une stéatose. En effet, l'hyperglycémie et l'hyperlipidémie causées par les De plus, les intolérance au glucose, suggérant un effet négatif direct des GC sur les cellules bêta in vivo régulateur du GR, a aussi été identifié comme un intermédiaire important des effets du GR GC vont favoriser la lipogenèse hépatique de novo (167). Les GC favorisent également la mais que tous expriment la 11b-HSD1 (171).

b) Le syndrome de Cushing

  

	Enfin, des études suggèrent que l'atrophie musculaire observée en présence de GC
	pourrait être associée à l'expression et/ou l'activité de la myostatine, une myokine agissant
	comme un régulateur négatif de la croissance musculaire, dont invalidation du gène entraîne
	une hypertrophie musculaire (202). En revanche, la surexpression de la myostatine entraîne
	une diminution de la phosphorylation activatrice d'AKT (203). De façon intéressante, les GC
	sont capables d'augmenter l'expression de la myostatine, notamment en agissant au niveau
	de son promoteur (204, 205) et la délétion du gène codant la myostatine prévient la fonte
	musculaire chez des souris traitées par GC en limitant le catabolisme protéique GC-induit
	(206). La myostatine joue donc un rôle important dans l'atrophie musculaire GC-induite qui
	pourrait être en partie médiée par une réduction de la voie de signalisation anabolique
	PI3K/AKT (65, 207).	. Ainsi, le GR agit sur le métabolisme
	musculaire en inhibant le captage du glucose et son stockage sous forme de glycogène,
	favorisant alors le catabolisme. Le GR perturbe également la signalisation insulinique en
	réduisant la phosphorylation d'AKT IR-dépendante (195, 196), en induisant la phosphorylation
	inactivatrice d'IRS sur la serine 307 (197) et en entrant en compétition avec IRS1 pour
	l'association avec les sous-unités p11/85 d'AKT (198). La cascade de signalisation de l'IR est
	ainsi réprimée et avec elle les actions physiologiques de l'insuline sur le muscle. Enfin, une
	étude a révélé que plus de 170 gènes pourraient être des cibles directes du GR, dont certains
	ayant un rôle dans la signalisation insulinique musculaire (65, 199).
	De façon intéressante, les niveaux de GC sont élevés chez les souris ob/ob et l'ablation
	des glandes surrénales chez ces animaux permet restaurer la sensibilité musculaire à l'insuline
	(200). De même, l'emploi d'antagonistes du GR chez des souris soumises à un HFD permet de
	recouvrer la sensibilité musculaire à l'insuline (201). Enfin, l'inhibition spécifique de la 11b-
	HSD1 chez des souris soumises à un traitement chronique par GC (pastilles sous-cutanées)
	permet de réduire la phosphorylation inactivatrice de IRS et donc de restaurer en partie la
	signalisation insulinique musculaire (197). Le syndrome de Cushing, ou hypercortisolisme, est la conséquence d'une exposition
	prolongée à des concentrations élevées de GC. On distingue cependant la maladie de Cushing
	du syndrome de Cushing. La maladie de Cushing est due à un adénome pituitaire causant une
	hypersécrétion d'ACTH et représente 80% des patients atteints du syndrome de Cushing (208).
	Le syndrome de Cushing regroupe quant à lui la maladie de Cushing, les autres formes
	d'hypercortisolisme endogènes causées par exemple par une atteinte maligne des glandes
	surrénales et les formes exogènes secondaires à un traitement chronique à base de GC à

haute Figure 5 : Effets des GC sur les cellules musculaires squelettiques. Les GC se lient au GR et conduisent au catabolisme des protéines (impliquant une production accrue de myostatine) et à la libération d'acides aminés. La synthèse de glycogène est réduite par une augmentation de GSK3 et une réduction de GS. Enfin, la résistance à l'insuline est également induite par les GC via la réduction des voies Akt, GLUT4 et IR. D'après (65) dose

  (209). La prévalence du syndrome de Cushing d'origine exogène dépend fortement de l'âge, de l'ethnicité et de la condition médicale nécessitant une corticothérapie (210).

	l'acné, un hirsutisme, une fragilité cutanée (213). Ces pathologies sont la conséquence 3) Pathologies génétiques d'adiponectine effondrées, renforçant encore l'insulinorésistance (219-221). Enfin, les b) Mutation de la leptine de lipodystrophie (244, 245). La leptine recombinante administrée aux patients LEP permet
	notamment des effets diabétogènes des GC dont l'excès chronique amène à une rupture de patients BSL présentent également des microangiopathies diabétiques et des La leptine est une adipokine produite par les adipocytes et le taux de leptine est corrélé de réguler l'hyperphagie et de réduire considérablement l'apport énergétique (246). Les
	Plusieurs formes de GC synthétiques ont été développées et offrent un large éventail l'homéostasie métabolique comme détaillé précédemment. a) Lipodystrophies génétiques macroangiopathies menant rapidement à une athérosclérose et éventuellement à la mort positivement au taux de masse grasse (233). Cette adipokine permet de réguler la prise modèles murins de déficience en leptine sont caractérisés par une insulinorésistance et une
	d'options pour l'intensité, la durée d'action ou le ratio de fixation MR/GR. Par exemple, la Les traitements du syndrome de Cushing incluent la résection chirurgicale des tumeurs Les fonctions endocrines et de stockage du tissu adipeux sont indispensables au prématurée du patient (218, 222). alimentaire en déclenchant la sensation de satiété par fixation à ses récepteurs au niveau de intolérance au glucose mais un traitement à base de leptine recombinante permet de réduire
	prednisolone, le GC synthétique le plus couramment utilisé, présente un ratio de fixation surrénales ou hypophysaires éventuellement suivie d'une radiothérapie (214). Dans le cas maintien de l'homéostasie métabolique. Aussi, des complications métaboliques Le traitement de ce syndrome est uniquement symptomatique et vise les troubles l'hypothalamus (234). C'est en 1997 que Montague et al ont caractérisé une mutation du gène la glycémie et l'insulinémie sans modifier la prise alimentaire ou le poids des animaux (247,
	MR/GR (par rapport au cortisol naturel) supérieur à la dexaméthasone, un autre d'une tumeur hypophysaire non-opérable, l'ablation chirurgicale des glandes surrénales est (insulinorésistance, hyperlipidémie, DT2) et une augmentation du risque cardiovasculaire sont métaboliques liés à l'hyperglycémie et l'hypertriglycéridémie : insulino-sensibilisateurs et codant la leptine (LEP) associée à une obésité sévère juvénile (235) puis d'autres mutations 248). Chez l'Homme et dans des modèles murins de lipodystrophie, la leptine permet
	glucocorticoïde synthétique, mais une durée d'action plus courte, ce qui la rend appropriée préconisée et accompagné d'une supplémentation à vie en glucocorticoïdes et associées à une augmentation de la masse de tissu adipeux viscéral comme dans le cas de insulinothérapie à fortes doses ; régime alimentaire adapté pour limiter l'apport en affectant le gène LEP ont été identifiées, majoritairement au sein de familles hautement d'améliorer l'insulinorésistance et le phénotype diabétique (249). De plus, la leptine
	pour un traitement à court terme des patients sans anomalies rénales ou électrolytiques (par minéralocorticoïdes. Il est aussi possible de réduire la synthèse ou la sécrétion d'ACTH en l'obésité. Néanmoins, une perte totale ou partielle du tissu adipeux est la cause d'atteintes triglycérides (223). Enfin, un traitement à base de leptine recombinante peut être mis en place consanguines (236-239). Une équipe française dirigée par le professeur Karine Clément a mis recombinante permet de réduire la glycémie dans un modèle de déficience en leptine acquise,
	exemple rétention d'eau et de sel). En revanche, la fludrocortisone présente un ratio d'activité employant des inhibiteurs de la stéroïdogenèse ou d'empêcher la fixation des GC au GR via métaboliques bien plus sévères associées à des comorbidités importantes. dans de rares cas afin d'améliorer les troubles métaboliques et la stéatose hépatique (224, en évidence pour la première fois en 1998 une mutation bi allélique du gène codant le le uDM (Uncontrolled insulin deficiency Diabetes-Mellitus) qui mime un DT1 sans
	MR/GR très élevé et est utilisée pour traiter la maladie d'Addison (insuffisance surrénalienne un antagoniste du GR (Mefiprestone) (215). Dans le cas d'un Cushing de cause exogène, le Les syndromes lipodystrophiques correspondent à une perte généralisée ou localisée 225). récepteur à la leptine (LEPR) (240) et aujourd'hui près d'une cinquantaine de mutations ont insulinothérapie (250). En effet, l'absence d'insuline ne permet plus la synthèse et le stockage
	primaire qui atteint plus particulièrement la partie corticosurrénalienne et conduit à l'arrêt de traitement de première intention est la réduction progressive des doses de GC administrées des tissus adipeux et, lorsque cette perte est partielle, associée à l'hypertrophie des tissus La lipodystrophie génétique partielle la plus répandue, la lipodystrophie partielle de été identifiées (décalage du cadre de lecture, faux-sens ou codon stop) (241). des triglycérides dans le tissu adipeux et, en l'absence d'insulinothérapie, la lipolyse accrue
	la sécrétion d'aldostérone et de cortisol d'où notamment une hypotension résultant de la adipeux restants (216). On distingue les lipodystrophies acquises secondairement à un Dunnigan, est causée par la mutation du gène codant les lamines de types A (LMNA). Les Les patients atteints des mutations LEPR et LEP présentent un tableau clinique réduit la masse de tissu adipeux et avec elle la sécrétion de leptine. Il en résulte une
	diminution de la concentration en sodium sérique) et les pathologies de perte de sels afin de traitement (syndrome de Cushing pour la corticothérapie, effets secondaires des lamines sont importantes pour la structuration et le fonctionnement du noyau cellulaire, de similaire : malgré un poids normal à la naissance, un gain rapide de poids est observé dans les hyperphagie et une hyperglycémie toutes deux causée par le déficit en insuline et en leptine.
	compenser un déficit d'aldostérone endogène et favoriser la rétention d'eau et de sodium, antirétroviraux prescrits contre le VIH) des lipodystrophies génétiques. Toutes présentent un ce fait les laminopathies représentent un ensemble de pathologies graves incluant les premiers mois de vie qui aboutit une obésité sévère. Le dépôt adipeux sous-cutané est On note aussi une hyperglucagonémie et une hypercorticostéronémie (équivalent murin de
	ainsi que la normalisation de la pression artérielle (65). tableau clinique similaire mais dont la sévérité est variable et comprend : une dyslipidémie, lipodystrophies mais aussi par exemple les syndromes progéroïdes (226). Les symptômes de particulièrement développé dans ce type d'obésité au niveau du tronc et des membres l'hypercortisolisme humain) chez ces animaux, favorisant l'hyperglycémie. La leptine
	L'origine des adénomes corticotropes, responsables de la maladie de Cushing, est une insulinorésistance et une diminution importante des HDL. Nous nous intéresserons plus la maladie se développent à l'adolescence avec une lipoatrophie progressive des membres et inférieurs et supérieurs. Cette obésité massive est due à une hyperphagie intense associée à permettrait de normaliser la glycémie en réprimant les efflux de glucose hépatique et en
	encore peu connue. Ces tumeurs provoquent une hypersécrétion d'ACTH associée à une perte particulièrement à la lipodystrophie généralisée de Berardinelli-Seip (BSL) et à la du tronc et une accumulation de tissu adipeux au niveau du cou et du visage, rappelant le des accès de violence en cas de refus de l'accès à la nourriture et à une recherche perpétuelle favorisant le captage du glucose par les tissus périphériques tout en normalisant la
	du rythme circadien de la sécrétion d'ACTH et de cortisol. De plus, le rétrocontrôle négatif des lipodystrophie familiale partielle (FPL). faciès lunaire des patients atteints d'un syndrome de Cushing (227, 228). de nourriture. Un patient peut ainsi ingérer jusqu'à cinq fois la quantité normal d'un repas glucagonémie et la corticostéronémie, notamment en agissant sur l'axe hypothalamo-
	GC sur la sécrétion d'ACTH et de GC n'est plus fonctionnelle (211). Une origine génétique est Le syndrome de Berardinelli-Seip est une forme de lipodystrophie génétique De la même manière que pour la forme totale, on observe une hépatomégalie pour un individu du même âge sans ressentir de satiété mais plutôt une faim accrue par le hypophyso-surrénalien. Les effets de la leptine dans ce modèle sont supposés concerner des
	étudiée et a permis de mettre en évidence l'implication de plusieurs gènes mutés codant des généralisée. Elle se transmet de façon récessive et quatre gènes ont été identifiés (BSCL2, stéatosique, une hypertriglycéridémie, un faible taux de HDL et un diabète (229-231). En repas (236). La susceptibilité aux infections est marquée chez ces individus avec un taux de réponses neuroendocrines, autonomiques et métaboliques (251).
	protéines de type suppresseurs de tumeurs ou des facteurs de transcription impliqués dans la AGPAT2, CAV1, PTRF) comme les principaux impliqués dans ce syndrome. L'ensemble de ces revanche, la préservation d'une partie du tissu adipeux permet de maintenir la sécrétion de mortalité juvénile pour cause d'infection élevé et causé par un déficit et une dysfonction des
	prolifération et la différenciation de progéniteurs hypophysaires (212). gènes code des protéines responsables de la synthèse ou du stockage des triglycérides dans leptine et d'adiponectine chez ces patients, bien que faible (220). De même, le projet lymphocytes T (242). Une fois adultes, les patients développent une stéatose hépatique (243)
	L'ensemble de patients atteints d'un syndrome de Cushing partagent un historique la gouttelette lipidique adipocytaire. La lipoatrophie est totale et donne un aspect émacié au thérapeutique pour ces patients est similaire à celui proposé aux patients atteints de la forme et un hyperinsulinisme concordant avec leur obésité massive. Enfin, certains patients
	médical comprenant : gain de poids, fatigue, faiblesse musculaire, retard de cicatrisation, visage (perte du tissu adipeux des joues et des tempes), engendre une hypertrophie totale, la masse adipeuse ne pouvant être restaurée. D'autres formes de lipodystrophie développeront un DT2 (239). Des modèles murins ont été identifiés reproduisant les
	ecchymoses facilitées, ostéoporose, infections fongiques ou bactériennes récurrentes mais musculaire ainsi qu'une hépatomégalie majeure parfois associée à une hypertrophie partielle familiale existent et impliquent des gènes de l'adipogenèse (PPARγ) ou de la lipolyse mutations LEP (modèle ob/ob) et LEPR (db/db) dont les caractéristiques, notamment au
	aussi sautes d'humeur, dépression, susceptibilité émotionnelle ou perte de libido. Des cardiaque (217, 218). En effet, l'ensemble des lipides et des glucides absorbés ne pouvant être (codant la périlipine) (232). niveau métabolique et plus précisément pancréatique, ont été énoncées précédemment et
	pathologies chroniques comme l'hypertension ou un DT2 sont aussi fréquemment associées stocké physiologiquement dans le tissu adipeux, on observe un stockage ectopique massif au Ces pathologies sont rares et on estime que 1 personne sur un million est atteinte constituent de bons modèles pour l'étude du DT2 chez le sujet obèse.
	à un syndrome de Cushing. On estime qu'environ 2% des cas de DT2 sont la conséquence de niveau du foie majoritairement, engendrant une insulinorésistance majeure associée à une d'une forme génétique totale et une personne sur cent mille pour la forme génétique partielle. Bien que ces affections soient rares, un traitement efficace a pu être développé pour
	corticothérapies prolongées (136). Les patients atteints d'un syndrome de Cushing présentent hypertriglycéridémie. La stéatose hépatique concomitante à ce stockage ectopique peut Le dépistage génétique est proposé aux apparentés afin de permettre une prise en charge les patients atteints de mutations LEP et consiste en des injections quotidiennes de leptine
	aussi des caractéristiques physiques telles qu'une redistribution de masse grasse au niveau évoluer vers une cirrhose et une insuffisance hépatique. Le stockage ectopique d'acides gras rapide en cas de résultat positif (notamment chez l'enfant) et de proposer un conseil recombinante. Les études menées sur le suivi de ces patients pré et post thérapie ont permis
	viscéral ou cervical (appelée « bosse de bison » ou syndrome lipodystrophique acquis), un au niveau du pancréas va aussi provoquer une pancréatite aigüe. Au niveau endocrine, la génétique aux couples hétérozygotes (216). de décrypter en partie les mécanismes d'action de cette hormone, mais aussi d'étendre les
	facies lunaire, une atrophie des membres supérieurs et inférieurs (fonte musculaire), de plupart des formes de BSL présentent des concentrations plasmatiques de leptine et investigations chez des volontaires non mutés obèses ou non, et chez des personnes atteintes
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avec l'établissement de palier dans les dosages afin de permettre aux glandes surrénales, dont la fonction de sécrétion a été réprimée par les apports exogènes en GC, de récupérer progressivement leur fonction. Enfin, la gestion du syndrome de Cushing nécessite également la prise en charge des pathologies GC-induites telles que le diabète (213). Figure 6 : (A) Caractéristiques physiques d'un syndrome de Cushing et (B) mécanismes et tissus impliqués dans les effets diabétogéniques de l'hypercorticisme. D'après (A) site de la société française d'endocrinologie (SFE) et (B) Mazziotti, G et al. Current diabetes reports vol.

17,5 (2017) 

  En revanche, une augmentation liée à l'âge du contenu en lipofuscine est également observée dans les cellules alpha et canalaires mais dans une bien moindre mesure (différence d'un facteur 4 à 10 selon le donneur) que celle observée dans les cellules bêta chez un même donneur, suggérant une différence importante dans le processus de renouvellement de ces cellules. Cette accumulation de lipofuscine dans les cellules bêta est similaire à celle retrouvée dans les cellules post-mitotiques d'autres organes tels que le cerveau ou le coeur chez l'humain et le rat (364). De la même manière, le taux d'apoptose des cellules bêta est maximal durant la période foetale (environ 1.5%) (365) et diminue drastiquement au cours des trois premiers mois de vie pour stagner à 0.1% tout au long de la vie chez les individus ne présentant pas de pathologie du pancréas endocrine(348, 365). Tout

à 5 ans et plus de 97% à 20 ans, suggérant que les phénomènes d'augmentation de la masse bêta se raréfient avec l'âge. comme la prolifération, la néogenèse des cellules bêta est observée dans le pancréas foetal et dans les premières années de vie (366). A l'âge adulte, la néogenèse de cellules bêta peut être observée chez les individus atteints d'obésité, de DT2 (367) ou bien au cours de la gestation

  ou Ptf1a) montre une faible contribution des cellules acinaires dans la restauration des cellules bêta par dédifférenciation vers un phénotype canalaire puis une évolution vers la lignée endocrine après plusieurs semaines(427, 428). Enfin, via un modèle d'expression de la GFP sous contrôle du promoteur de l'insuline et de la Tomato dans toutes les autres cellules, l'équipe de Xiao et al indique que les cellules bêta nouvellement différenciées, c'est-à-dire dérivant de progéniteurs mTomato+ et exprimant l'insuline par la suite, sont transitoirement co-marquées par la GFP et la Tomato. Les auteurs confirment d'abord une augmentation de l'expression de NEUROG3 dans les cellules canalaires et bêta préexistantes dans le pancréas de souris PDL mais n'observe pas de néogenèse de cellules bêta dans ce modèle (428). jours. A ce moment, les auteurs observent une régénération de la masse de cellules bêta de 23% (et jusqu'à presque 50% après 220 jours) en partie due à une prolifération 5 fois plus importante que chez les souriceaux non traités, démontrant l'activation de mécanismes régénératifs sur le long terme dans ce modèle (430). Néanmoins et de façon intéressante, l'administration de STZ, mimant un DT1, chez le primate adulte non-humain (singe vervet) n'induit pas de régénération de la masse de cellules bêta à l'inverse des modèles murins. En revanche, les auteurs de cette étude soulignent que dans ce modèle primate le maintien de la masse de cellules bêta en condition physiologique implique d'autres mécanismes que la prolifération, cette dernière se déroulant à un taux trop faible pour compenser la perte par apoptose des cellules bêta. Ainsi, les auteurs proposent la néogenèse des cellules bêta comme fraction importante des cellules bêta est régénérée par transdifférenciation des cellules alpha en cellules bêta dans ce modèle (438). Enfin, Criscimanna et al. ont montré l'importance de la sévérité et du type d'atteinte pancréatique dans l'activation des mécanismes de régénération. Dans le cas d'un modèle pan-pancréatique de destruction par la DT (sous contrôle du promoteur Pdx1), seuls les tissus acinaires et endocrines sont détruits à 95% puis régénérés en partie à partir des cellules canalaires (épargnées par la DT de façon non expliquée) récapitulant le programme de développement foetal. En revanche, la destruction du tissu acinaire seul (sous contrôle du promoteur de l'élastase) induit la régénération par différenciation des cellules canalaires vers le lignage acinaire (439). dès deux jours après une ablation de 60% du pancréas, l'apparition de clusters de cellules bêta et d'îlots de petite taille suivie d'une augmentation du nombre d'îlots de grande taille à 15 jours ainsi qu'une augmentation de l'expression de Pdx1 dans les îlots et les cellules canalaires, suggérant l'activation de cellules précurseurs endocrines (442). De plus, Ackermann Misfeldt et al. montrent, chez des souris invalidées pour FoxM1 et soumises à une Px de 60%, un défaut de régénération de la masse de cellules bêta. En effet, ces souris présentent une diminution de la prolifération des cellules alpha et bêta préexistantes mais pas des cellules alpha et bêta localisées dans la partie en régénération du pancréas,

	démontrant que 1) l'expression de FoxoM1 n'est pas nécessaire à la néogenèse des cellules
	bêta et 2) que l'expression de FoxoM1 est nécessaire à la prolifération des cellules bêta

dans la partie distale du pancréas ligaturé. L'utilisation d'un modèle in vitro de pancréas embryonnaires déplétés en cellules endogènes NEUROG3-GFP+ a montré, après 7 jours de culture, que les cellules NEUROG3-GFP+ isolées chez les souris adultes PDL étaient capable de se différencier en chacune des 4 lignées de cellules endocrines. De plus, aucune de ces cellules endocrines différenciées n'expriment plus d'une hormone à la fois, suggérant une différenciation complète. Enfin, l'invalidation de NEUROG3 par l'injection d'un lentivirus contenant un ARN invalidant (hairpin) et exprimant la GFP dans le canal pancréatique au cours de la procédure de PDL a mis en évidence une diminution de 66% de l'augmentation précédemment observée de la masse de cellules bêta dans ce modèle. Ainsi, les cellules canalaires récapituleraient le programme de différenciation endocrine foetale via la réexpression de NEUROG3 chez l'adulte pour régénérer une partie de la masse bêta perdue (380). Néanmoins, cette observation est sujette à controverse et plusieurs études ne concluent pas à une augmentation de la masse de cellules bêta dans les modèles de PDL. Par exemple, une étude menée sur des souris dont les cellules canalaires Sox9+ sont marquées irréversiblement montre que si les cellules NEUROG3+ apparaissant en réponse au PDL sont d'origine canalaire, ces dernières ne permettent pas la néogenèse de cellules bêta dans ce modèle. En effet, les auteurs n'observent pas de colocalisation entre les cellules Sox9+ et celles contenant de l'insuline. Enfin, en normalisant le nombre de cellules bêta comptées dans l'ensemble du pancréas par rapport au poids des animaux, les auteurs n'observent pas de différence entre les animaux PDL et contrôles, concluant alors à l'absence de régénération de cellules bêta dans ce modèle (404). Une autre étude utilisant un modèle de PDL associé au traçage de la lignée acinaire (sous contrôle du promoteur pancreatic acinar-specific transcription factor 1a c) Streptozotocine (STZ) L'utilisation de ce composé cytotoxique analogue du glucose permet de mimer un DT1 avec une perte totale de la masse de cellules bêta ou, à plus faible dose, un DT2 avec une perte partielle seulement de la masse de cellules bêta. Les dommages causés aux cellules bêta par la STZ entraînent une régénération spontanée de ces cellules dans des modèles murins néonataux. Pour déterminer si les capacités de régénération de la masse de cellules bêta étaient perdues dès la période néo-natale, une équipe s'est intéressée à l'évolution de cette masse en réponse à la STZ chez des ratons GK et Wistar (contrôle) âgés de 4 à 7 jours. Malgré un taux de prolifération et d'apoptose similaire à la naissance, les auteurs constatent une diminution de 50% de la masse de cellules bêta chez les ratons GK par rapport à leurs contrôles avant traitement. Le traitement par STZ induit une diminution similaire de la masse de cellules bêta dans les deux groupes (par rapport à leur masse de départ respective) et stimule la régénération des cellules bêta. Néanmoins, malgré un taux de prolifération similaire dans les deux groupes, la régénération des cellules bêta dans le groupe GK est limitée. Ainsi, les auteurs suggèrent 1) que la réduction initiale de la masse de cellules bêta observée chez les ratons GK n'est pas due à un défaut de prolifération ou d'apoptose mais serait la conséquence d'une néogenèse réduite au cours du développement et 2) que la régénération en réponse à une atteinte des cellules bêta chez le rat GK nouveau-né est possible mais de moindre envergure que celle observée chez le rat Wistar contrôle, indépendamment de la masse de cellules bêta de départ (429). De la même manière, une étude a montré chez la souris que l'administration d'une faible dose de STZ 7 jours après la naissance induit une hyperglycémie inversée en partie après 150 mécanisme majeur permettant l'homéostasie de la masse de cellules bêta mais pas la régénération en réponse à un traitement par STZ, émettant ainsi l'hypothétise que la STZ pourrait affecter les cellules précurseurs dans ce modèle (431). Enfin le modèle d'ablation des cellules bêta par STZ est également utilisé pour l'étude de la régénération ou de la protection des cellules bêta en réponse à différents stimuli tels que l'exendine-4 (432), l'activation de FoxM1 (433), les niveaux d'expression de TCF7L2 (un gène dont les mutations sont associées au risque de développer un DT2) (434) ou bien encore une thérapie génique composée d'un cocktail de gènes codant des protéines du cycle cellulaire et le GLP1 chez le primate (435). d) Toxine diphtérique ou DT L'ablation ciblée des cellules bêta par la toxine diphtérique est rendue possible par l'introduction d'un transgène codant pour la sous-unité A (DTA) de la toxine sous contrôle d'un promoteur spécifique des cellules bêta. Une seule molécule de DTA suffit à induire la mort cellulaire (436). Une version murine inductible de cette technique a mis en évidence une normalisation spontanée de la glycémie après l'ablation de 80% de la masse bêta résultant de la prolifération importante des cellules bêta restantes. De plus, dans ce modèle l'administration d'immunosuppresseurs, normalement utilisés chez les patients DT1 recevant un greffe d'îlots, inhibe la régénération par prolifération des cellules bêta et empêche donc la normalisation de la glycémie, démontrant l'importance du traitement post-opératoire dans la préservation de la masse bêta greffée chez ces patients (437). De même, l'ablation de 90% de la masse de cellules bêta sous contrôle du promoteur de l'insuline chez la souris, associé à une insulinothérapie pour permettre la survie de l'animal, montre grâce au lignage cellulaire qu'une e) Pancréatectomie ou Px Cette technique consiste en l'ablation chirurgicale de 50 à 90% du pancréas chez la souris et le rat. De nombreuses études utilisant ce modèle montrent les capacités de régénération du pancréas, via notamment la formation de nouveaux lobes par la prolifération des cellules canalaires, acinaires et endocrines restantes (440-442). Par exemple, l'ablation de 90% du pancréas chez le rat jeune adulte entraine la dédifférenciation des cellules canalaires et leur prolifération pour reformer des canalicules constituant alors des zones de récapitulation du programme de développement pancréatique embryonnaire (expression de Pdx1, Sox9 et NEUROG3). Ces zones de remodelage aboutissent à la formation de nouveaux lobes contenant des îlots de Langerhans. D'abord d'aspect juvénile avec un pourcentage de cellules bêta réduit, ces îlots issus de la néogenèse chez le rat adulte vont montrer des signes progressifs de maturation avec l'augmentation du nombre de cellules bêta (443). Néanmoins, cette plasticité des cellules pancréatiques différenciées diminue avec l'âge comme le montre la diminution de la localisation nucléaire de NEUROG3 dans les cellules canalaires de rat âgés de 1 an soumis à Px par rapport à des rats jeunes. En revanche, la prolifération des cellules bêta après Px est identique entre individus jeunes et âgés. Enfin, l'expression augmentée de NEUROG3 et Sox9 dans les îlots des rats âgés Px suggère une dédifférenciation accrue des cellules bêta avec l'âge dans ce modèle. Ainsi, chez le rat âgé de 1 an, l'absence de néogenèse via la réexpression de NEUROG3 ne permet pas de restaurer la masse de cellules bêta après Px (444). De même, chez la souris adulte des études ont montré une restauration du tissu pancréatique par prolifération et néogenèse (442, 445). Par exemple, Peshavaria et al. montrent matures mais pas issues de la néogenèse (445). En effet, il a été démontré que l'invalidation pancréatique de FoxoM1 au stade embryonnaire (E15.5) n'altère pas la formation de la masse de cellules bêta mais empêche au stade post-natal son augmentation par prolifération, résultant en un diabète chez la souris adulte (446). De ce fait, la Px entraine la régénération du tissu endocrine et exocrine via des mécanismes de prolifération et de néogenèse, impliquant la récapitulation du programme de développement embryonnaire et la maturation successive des îlots néoformés. Cette technique offre donc la possibilité d'étudier ces deux mécanismes chez le sujet adulte (252).

  d'au moins 4 sous-types de cellules canalaires avec des profils d'expression génique distincts, retrouvés chez l'Homme et la souris. Deux groupes se distinguent d'abord par un pattern inverse de l'expression des gènes codant le cystic fibrosis transmembrane conductance factor (CFTR) et la mucine (MUC1), observation moléculaire confirmée au niveau spatial par immunofluorescence avec une séparation claire entre les cellules exprimant de forts niveaux de CFTR et celles exprimant de forts niveaux de MUC1. On devine une séparation fonctionnelle entre les cellules MUC1 high au contact des acini et protégeant le tissu canalaire des sécrétions enzymatiques de ces derniers par leur propre sécrétion de mucine ; et les cellules CFTR high liées au transport des ions et à la fonction de sécrétion des cellules canalaires au cours de la digestion. Au sein de ces deux populations, les clusters de cellules endocrines, et que ces patients présentent également un nombre plus important d'îlots au contact des canaux et une réduction générale de la distance îlots-canaux 2) que chez des souris STZ, l'atteinte de la masse bêta augmente la prolifération dans les PDG et est associée à la prévalence d'îlots au contact des canaux et 3) l'administration de la protéine recombinante humaine PDX1 par injection intrpéritonéale quotidienne chez les souris STZ augmente la masse de cellules bêta et le taux d'îlots proches des canaux mais ne suffit pas à reverser l'hyperglycémie. Ainsi, les auteurs associent la présence d'îlots régénérés au mécanisme d'adaptation du système canalaire, et plus particulièrement au PDG la prolifération des cellules canalaire, la transition épithéliomésenchymateuse (ou TEM, acquisition par les cellules de capacités migratoires et perte de l'adhérence cellule-cellule ou à la lame basale etc.) ou bien encore de réactiver le programme de différenciation endocrine. En effet, l'étude de souris exprimant le gène de l'interféron gamma (IFN-γ) dans les cellules bêta montre une destruction des îlots par l'attraction et l'infiltration de lymphocyte. En réponse, les auteurs observent une prolifération importante des cellules canalaires associée à l'apparition de cellules capables de se différencier en cellules endocrines, ou néogenèse. De plus, cette lymphokine permet occasionnellement la transdifférenciation des cellules canalaires en cellules de type hépatocytaires ou intestinales, démontrant la plasticité des canaux en réponse à différents facteurs (467). De même, 'expression forcée de Pax4 dans les cellules alpha chez la souris adulte induit leur transdifférenciation en cellules bêta. La déplétion en cellules alpha résulte en une hypertrophie ainsi qu'à la néogenèse des îlots, associée à la mobilisation de cellules canalaires réexprimant NEUROG3 et le programme de TEM embryonnaire pour reconstituer le pool de cellules alpha en continu. Cette étude montre la participation des cellules canalaires à la régénération des cellules endocrines chez l'adulte dans un contexte indépendant de toute atteinte pancréatique (450). De la même manière, l'invalidation d'Arx dans les cellules alpha induit leur conversion perpétuelle en cellules bêta et mobilise des cellules du lignage canalaire réexprimant NEUROG3, aboutissant à la néogenèse de cellules alpha (451). Une autre étude On estime que 2% des cellules acinaires et canalaires du pancréas de sujet adultes expriment NEUROG3 dans des biopsies issues de sujets sains vivants et 10% dans des biopsies issues du pancréas de donneurs d'organes. La mise en cultures de la préparation exocrine obtenue lors l'isolement d'îlots humains en vue d'une greffe montre après 4 jours une

	3) Origines des cellules bêta régénérées
	Comme vu précédemment, de nombreuses études ont montré la plasticité des cellules
	pancréatiques et leur capacité à générer de nouvelles cellules bêta par différents mécanismes
	mettant en jeu la transdifférenciation de cellules acinaires, canalaires ou endocrines ou la augmentation du nombre de cellules NEUROG3+, sans preuve de prolifération des cellules
	différenciation de précurseurs pancréatiques. L'existence de cellules précurseurs endocrines NEUROG3 préexistantes ou d'apoptose des cellules NEUROG-. L'isolement de cellules
	quiescentes au sein du pancréas adulte, et plus particulièrement des îlots, est encore débattue NEUROG3+ coexprimant le marqueur canalaire CD133 et leur mise en culture permet
	mais soutenue par le fait que toutes les cellules endocrines dérivent de progéniteurs d'observer l'expression de facteurs de transcription caractéristiques des précurseurs
	NEUROG3+, facteur réexprimé par différents types cellulaires lors d'une atteinte pancréatique (459). endocrines embryonnaires, montrant leur potentiel pour la différenciation en cellules
	chez l'adulte (453). Le postulat selon lequel les canaux, indifféremment du sous-type de cellules canalaires endocrines (475). Enfin, l'isolement de cellules canalaires humaines coexprimant le
	purinocepteur 1 P2Y (P2RY1) et le récepteur à la protéine morphogénétique osseuse
	et concluent à la participation des cellules CAII-dans la régénération de cellules bêta
	uniquement in vitro (469). De même, des études utilisant cette fois Sox9 comme marqueur du
	lignage canalaire montrent la participation des cellules Sox9+ à la régénération endocrine chez

a) Origine canalaire

Au cours du développement embryonnaire, les cellules épithéliales pancréatiques dérivent d'un pool de progéniteurs pancréatiques originaires de l'endoderme à E8.5 chez la souris. Ces progéniteurs pancréatiques multipotents expriment des facteurs de transcription clés de la lignée canalaire (Sox9, etc.) et endocrine (Pdx1, etc.). Entre E11.
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et E13.5, le pancréas suit une morphogénèse ramifiée, avec formation du tronc central et d'extrémités ramifiées, contenant tous deux des populations exprimant des facteurs de transcription spécifiques. Les cellules endocrines se forment majoritairement entre E13.5 et E16.5 lors de la transition dite secondaire au cours de laquelle les cellules épithéliales coexprimant SOX9 et le facteur nucléaire hépatocytaire HNF1β forment les structures canalaires. Des expériences de lignage cellulaire ou d'invalidation de HNF1β au stade embryonnaire chez la souris montrent que ces cellules canalaires HNF1β+ sont les précurseurs des progéniteurs endocrines NEUROG3+. De ce fait, au cours de l'embryogenèse, les cellules canalaires constituent le réservoir de cellules bi-potentielles endocrines et canalaires. De par leur fonction au cours de l'embryogenèse, les canaux constitueraient également un réservoir logique de cellules souches à l'âge adulte bien que cette hypothèse soit débattue (454). L'arborescence canalaire est complexe et formée de canaux intra et interlobulaires, de canaux intercalaires (ou canaux de Boll), et du canal principal. Chacun de ces sous-types de canaux présente des caractéristiques propres à sa fonction de conduction ou de sécrétion, comme par exemple l'organisation de son épithélium. Des analyses moléculaires au niveau cellulaire ont permis l'identification auteurs observent deux autres sous-populations caractérisées par une expression graduelle soit du trefoil factor 1 (TFF1), impliqué dans la stabilisation de la barrière muqueuse et la réparation de l'épithélium, au sein de la population MUC1 high , soit CD44 au sein de la population CFTR high . Cette étude permet d'appréhender le concept d'une population de cellules canalaires hétérogène et la possibilité de l'existence d'autres sous-populations de types cellules souche encore non caractérisées (455). De plus, d'autres structures canalaires ont été observées : les pancreatic duct gland, ou PDG. Les PDG forment de petites poches le long des canaux de large diamètre et présentent un profil moléculaire distinct des autres types de cellules canalaires pancréatiques (Figure 8). Ces structures expriment des marqueurs de progéniteurs pancréatiques tels que Pdx1, Sox9 et NEUROG3. En réponse à une atteinte du tissu canalaire, on observe une prolifération des cellules de l'épithélium canalaire particulièrement élevée au niveau des PDG, suggérant que ces derniers seraient le réservoir des précurseurs canalaires (456-458). Cette hypothèse a été renforcée par le fait que 10% des cellules des PDG sont positives à l'insuline ou au glucagon. De même, une analyse d'immunophénotypage a mis en évidence dans les canaux intercalaires l'expression de Sox9, Pdx1 et NEUROG3 caractéristiques des précurseurs endocrines, et que certains canaux intercalaires sont dans la continuité directe de clusters de cellules positives à l'insuline organisées en pseudo-îlots (456). Enfin, une étude s'est intéressée au rôle des PDG dans la régénération des îlots de Langerhans dans le pancréas de donneurs d'organes sains ou atteints de DT2 ainsi que dans un modèle murin de diabète induit par STZ. Les auteurs concluent 1) que les cellules des PDG prolifèrent chez les patients atteints de DT2 et montrent des signes de différenciation en cellules endocrines avec l'expression du glucagon ou de l'insuline, la formation de ou des structures considérées, constitueraient le réservoir des progéniteurs endocrines a en effet été proposé dès le début du 20ème siècle via l'étude du pancréas de cochon d'inde et plus particulièrement de l'architecture insulaire et canalaire, laissant supposer une relation développementale et fonctionnelle étroite entre ces deux tissus (460). Depuis, plusieurs études ont conclu à une association forte entre l'émergence d'îlots de Langerhans à l'âge adulte, la présence de cellules ou de clusters endocrines dans l'épithélium canalaire et l'origine canalaire des îlots au cours du développement embryonnaire établie grâce à de multiples lignages cellulaires et l'étude de facteurs de transcription chez l'Homme et l'animal (Figure 9) (461-463). Comme présenté précédemment, l'utilisation de modèles murins d'atteinte pancréatique par pancréatectomie ou PDL a mis en évidence des phénomènes de dédifférenciation de cellules canalaires adoptant alors un phénotype prolifératif avant de récapituler le programme foetal de différenciation endocrine (réexpression de NEUROG3 ou Pdx1 par exemple) pour permettre la néogenèse de cellules bêta chez l'adulte (440, 442, 444, 445). Toutefois, la présence de précurseurs endocrines dans les canaux et le processus de régénération de la masse bêta par néogenèse à partir de ces cellules sont sujets à controverse, d'autres équipes n'observant qu'une prolifération accrue des cellules bêta préexistantes dans des modèles d'atteintes pancréatique (464). De même, certaines études avancent que l'acte chirurgical de PDL ou de Px en lui-même induit des modifications de la composition du tissu avant son adaptation pouvant interférer avec l'étude de la population endocrine, comme la réduction importante de la masse exocrine et l'infiltration de cellules immunitaires inflammatoires (465, 466). Par exemple, l'inflammation induite au niveau du pancréas par ces opérations active la réponse immunitaire et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires capables de stimuler l'exposition de cellules canalaire humaines et murines in vitro et murines in vivo à un cocktail de cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1β et IFN-γ) induit la TEM et la récapitulation du programme de différenciation endocrine via la réexpression de NEUROG3 par activation de la voie STAT3 (413). Cependant, l'utilisation d'un modèle exprimant le récepteur à la DT permet la destruction des tissus exocrines et endocrines avec une inflammation réduite mais aboutit aussi à la formation de cellules bêta par transdifférenciation de cellules canalaires, démontrant que le caractère inflammatoire seul des procédures de PDL et Px n'explique pas la néogenèse de cellules bêta observée dans l'ensemble de ces modèles (439). Des études in vitro ont également montré la capacité des cellules canalaires NEUROG3+ isolées, apparaissant en réponse à une atteinte pancréatique par PDL, à se différencier en cellules endocrines (expression de l'insuline ou du glucagon) (380, 426). Pour tenter de valider le postulat selon lequel les canaux constitueraient le réservoir des précurseurs endocrines chez l'adulte, plusieurs études de lignage cellulaire ont apporté des résultats contradictoires. Par exemple, une étude utilisant le marqueur canalaire spécifique carbonic hydrase II (CAII) semble indiquer une participation des cellules CAII+ à la reconstitution de la masse bêta après PDL (468) alors que d'autres réfutent cette hypothèse l'adulte en réponse à différents facteurs (470) tandis que d'autres excluent la participation des cellules canalaires Sox9+ au maintien ou à la régénération de cellules bêta passé le stade embryonnaire (404, 454). Comme présenté précédemment, l'expression ectopique de gènes de la différenciation endocrine permet d'étudier la plasticité des cellules pancréatiques. Lsoutient l'hypothèse de régulateurs négatifs de la néogenèse de cellules endocrines chez l'adulte. En effet, Sancho et al. montrent dans leur modèle que l'inactivation du composant de reconnaissance de substrat de l'ubiquitine ligase de type SCFE3 (Fbw7) induit la reprogrammation des cellules canalaires en cellules endocrines en stabilisant NEUROG3 au niveau transcriptomique et protéique dans ces cellules (selon une boucle d'autorégulation positive décrite dans d'autres études) (471, 472). Les cellules bêta produites sont similaires aux cellules bêta issues de l'embryogenèse et capables de sécréter de l'insuline en réponse au glucose. Ainsi, Fbw7 serait capable de se lier à et d'ubiquitiner NEUROG3 pour induire sa dégradation par le protéasome, réprimant ainsi la plasticité des cellules canalaires chez l'adulte (473). Chez l'Homme, le potentiel endocrine des cellules canalaires est également étudié. Par exemple, la greffe de cellules canalaires humaines purifiées, exprimant exclusivement le marqueur canalaire cytokératine 19 (CK19) mais pas d'autres marqueurs endocrines, sous la capsule rénale de souris NOD immunodéficientes (NOD/SCID) va présenter 1% de cellules positives à l'insuline après 4 semaines. L'ensemble de ces cellules positives à l'insuline se situe dans les structures canalaires et coexprime des marqueurs canalaires comme CK19, soutenant l'hypothèse d'une origine canalaire de ces cellules. Toutefois, ce maintien de l'expression de marqueurs canalaire semble indiquer que ces cellules sécrétrices d'insuline sont immatures. Il est aussi important de noter que pour faciliter la prolifération des cellules canalaires purifiées in vitro et la prise de la greffe in vivo, les cultures ont été enrichies avec 0.1% de cellules stromales humaines dont l'influence sur la différenciation en cellules endocrines ne peut pas être négligée (474). BMPR1A/activin like kinase 3 (ALK3) et leur greffe sous la capsule rénale de souris immunodéficientes montre leur capacité à se différencier en cellules canalaires, acinaires et endocrines, incluant des cellules bêta fonctionnelles. Ces cellules P2RY1+/ALK3+ constitueraient donc une population de progéniteurs tripotents chez l'Homme adulte. De plus, cette population canalaire est préservée dans le pancréas des patients DT1 et DT2 et peut être stimulée in vivo, présentant ainsi un potentiel thérapeutique (457).

analyse tridimensionnelle in toto du pancréas transparisé

  FPKM) en utilisant l'outil R HTSeq v0.6.1 (Anders S.(2010). HTSeq : Analysing high-throughput sequencing data with Python). Le calcul de la variation du niveau d'expression des gènes entre les échantillons et l'analyse statistique ont été effectués en intégrant les librairies au DEseQ2 v1.24.0 avec un FDR<0,1(Anders S. et Huber W. (2012). dans MeshLab (v2022.2) (52) (voir p172). La représentation en mesh, ou maillage, est une représentation d'un objet consistant en une collection de sommets, d'arêtes et de faces qui définissent la forme tridimensionnelle de cet objet, chaque sommet étant associé à des coordonnées spécifiques selon sa position dans le repère tridimensionnel.

	secondaires couplés à la peroxydase de raifort ont été obtenus auprès de Jackson composée de 1/3 méthanol + 2/3 dichlorométhane (DCM ; Sigma ref 270997). La délipidation
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	Analyse de l'ARN regroupement des gènes a été réalisée à l'aide des logiciels cluster3 et tree-view. Les analyses Les acquisitions du pancréas entier ont été réalisées en collaboration avec l'Institut Edge Collapse Decimation, réduisant le nombre de sommets de 40 millions à environ 5 millions présence de 5% de CO2 dans du DMEM contenant 25mM pyruvate (Gibco) avec Glutamax,
	(voir p170). Après un jeûne de 6 heures, de l'insuline (1 unité/kg de poids corporel) a été L'ARN total a été isolé (kit RNeasy Mini Plus ; QIAGEN, Hilden, Allemagne pour les pour déterminer l'enrichissement au niveau de l'ontologie et des grandes voies biologiques Pasteur à l'aide du microscope UltraMicroscope II Light Sheet. L'acquisition du volume a été par image. 10% de sérum foetal bovin décomplémenté et 1% de pénicilline streptomycine. La
	injectée par voie intrapéritonéale. La glycémie a été mesurée avant et 15, 30, 60 et 120 min cultures cellulaires et les îlots isolés de souris et RNAeasy Micro Quiagen ; QIAGEN, Hilden, connues ont été réalisées à l'aide des bases de données DAVID et STRING (51) (voir p196). réalisée en utilisant l'autofluorescence des tissus (filtre d'excitation 470/40nm ; filtre Les deux mesh issus des deux étapes de segmentation (objets de petite et moyennes différenciation en myotubes a été induite en remplaçant le sérum foetal bovin par 2% de
	après l'injection, à l'aide d'un glucomètre (Accu-check Performa, Roche). La pente de la Allemagne pour les bourgeons pancréatiques) et retro-transcrit en ADNc à l'aide du kit de d'émission 525/50nm) avec un pas sur l'axe z de 10µm ; l'acquisition des îlots a été réalisée taille + gros objets de faible sphéricité) ont ensuite été combinés à l'aide de MATLAB (R2021a, sérum de cheval. Les myotubes différenciés ont ensuite été cultivés en présence de
	sensibilité précoce à l'insuline a été calculée comme la différence entre les concentrations de transcriptase inverse SuperScript III selon les instructions du fabricant (Invitrogen, Carlsbad, avec un pas sur l'axe z de 1µm (filtre d'excitation 710/75nm ; filtre d'émission 785/62nm), les The Matworks, Natick, USA) pour produire un seul fichier mesh où chaque îlot est représenté par un objet mesh fermé individuel. Ces mesh individuels ont ensuite été utilisées pour obtenir des estimations de volume, d'intensité, etc. corticostérone 100nM (CORT) ou d'éthanol (VEH) pour une période additionnelle de 24h à 37°C, en présence de 5% CO2. Culture et analyse de bourgeons pancréatiques Les bourgeons pancréatiques de souris C57BL/6J obtenus à 11,5 jour de développement embryonnaire ont été disséqués et cultivés selon la méthode décrite Protocole d'Les pancréas perméabilisés ont été incubés dans du PBSGT additionné de 0,1 à 0,2% précédemment (6) (voir p192), en présence soit i) de 50 % de milieu conditionné provenant
	de saponine (Sigma ref S4521) (PBSGT-sap) et d'un anticorps anti-insuline de souris (1/800 ; de cellules de myotubes C2C12 VEH ou CORT 100nM pendant 7 jours, suivis de 7 jours de
	Sigma I2018) pendant 5 jours à 37°C sous rotation lente. Les pancréas ont été lavés 6 fois dans culture en présence du milieu de contrôle ; ii) soit en présence des protéines recombinantes
	du PBSGT à 37°C pendant 1h sous agitation lente. Les pancréas rincés ont ensuite été incubés BMP6 (à 20, 100 ou 500 ng/mL), MSTN (à 20 ou 100ng/mL), AREG (à 50, 100 ou 500ng/mL),
	dans du PBSGT-sap avec un anticorps anti-souris couplé à l'Alexa 750 (1/50 ; Life Technologies EREG (à 20 ou 100ng/mL) pendant 3 ou 7 jours. A la fin de la période de culture, les bourgeons
	Les échantillons avec un RIN>9 ont été qualifiés et 3 réplicats biologiques par condition A21037) pendant au moins 3 jours à 37°C sous agitation lente. Les pancréas ont été lavés 6 inférieure à 0,3, et/ou dont la taille était inférieure 100 voxels. Le masque binaire 3D résultant suit : pancréatiques ont été fixés dans du formaldéhyde à 3,7%, inclus dans de la paraffine et des
	(cellules C2C12 VEH ou CORT) ont été envoyés pour la préparation des librairies et le fois dans du PBSGT à 37°C pendant 1h sous agitation lente. A cette étape, les pancréas ont été a ensuite été lissé à l'aide d'un filtre morphologique planaire de type "Closing" avec un rayon ≤ 11 cellules eq. ≤ 18370 µm3 coupes de 5μm d'épaisseur ont été réalisées à l'aide d'un microtome pour analyser la
	Analyses histologiques et biologie moléculaire séquençage (Novogene). Les librairies RNAseq ont été préparées en utilisant le kit de profilage soit stockés dans du PBSGT à 37°C sans agitation pendant 1 jour, soit directement déshydratés, de 3 pixels. Comme cette première segmentation a écarté les îlots de grande taille qui avaient 12-20 cellules eq. 18371-33400 µm3 composition cellulaire par immunofluorescence, ou collectés dans du PBS avant d'en extraire
	Immunohistochimie, immunofluorescence, et morphométrie quantitative 2D ribosomique ARTseq (Illumina) et séquencées à 150 paires de base à l'aide du système Illumina comme suit. une forme complexe et donc une faible sphéricité associée à une intensité de fluorescence 21-32 cellules eq. 33401-53440 µm3 l'ARN.
	Les pancréas ont été fixés dans une solution de formol à 3,7 %, inclus dans de la NovaSeq 6000. La profondeur de séquençage variait de 28'851'292 à 36'073'937 lectures par Pour la déshydratation, les pancréas ont d'abord été lavés deux fois dans de l'eau variable au sein de l'objet, nous avons utilisé une segmentation supplémentaire pour les 33-48 cellules eq. 53441-80160 µm3 Les marquages par immunofluorescence pour l'insuline (1/1000, Sigma-Aldrich, ref I2018), le
	paraffine et coupés en sections de 5μm d'épaisseur à l'aide d'un microtome. Les paramètres librairie. Les lectures d'ARNm total ont été alignées sur le génome de Mus musculus GRCm38 MilliQ à température ambiante pendant 1h sous agitation lente puis incubés à température inclure. Une deuxième étape identique de segmentation a été effectuée, sur la même image 49-66 cellules eq. 80161-110220 µm3 glucagon (1/500, Invitrogen, ref PA5-88091) ainsi qu'un marquage nucléaire au DAPI ont été
	67-87 cellules eq. 110221-145290 µm3
	88-112 cellules eq. 145291-187040 µm3
	113-148 cellules eq. 187041-247160 µm3

glucose sanguin 15 minutes après et avant l'injection d'insuline et divisée par le temps

(15 minutes)

. Les pentes ont été exprimées en mg/dl/min.

Dosages hormonaux

Le sang a été prélevé par ponction intracardiaque au moment du sacrifice. Le sérum a été recueilli après 5 minutes de centrifugation à 2000g à 4°C. Les concentrations d'insuline ont été mesurées en utilisant le test ELISA pour doser l'insuline de souris (Merck, Millipore) selon les instructions du fabricant.

Isolement des îlots de Langerhans

Les îlots de souris ont été isolés après injection d'une solution de collagénase (1 mg/mL) (Sigma-Aldrich) dans le canal biliaire et récupérés à l'aide d'une micropipette sous une loupe binoculaire (Leica Microsystems, Wetzlar, Allemagne) comme décrit dans (32) (voir p170). morphométriques (fraction de cellules bêta, taille et densité des îlots) ont été évalués sur quatre sections échantillonnées par pancréas après immunohistochimie en utilisant un anticorps monoclonal de souris anti-insuline (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Les anticorps CA). Le niveau d'expression des gènes d'intérêt a été quantifiée par PCR en temps réel en utilisant le SYBR Green Supermix (Eurogentec, Seraing, Belgique) dans un QuantStudio 1 (Applied Biosystems). Le niveau de transcription de chaque produit génique spécifique a été calculé par la méthode ddCt et normalisé par rapport au niveau d'expression du gène de référence RPL19. Les valeurs sont exprimées par rapport à la condition contrôle (VEH). Les séquences d'amorces sont disponibles sur demande.

Extraction d'ARN et analyse des données de séquençage d'ARN des cellules C2C12

Les cellules C2C12 ont été lysés dans un tampon RLT complété par du bétamercaptoéthanol (1/100) conformément aux instructions du fabricant (kits Quiagen RNAeasy Mini, QIAGEN, Hilden, Allemagne). L'ARN purifié a été resuspendu dans de l'eau dépourvue de nucléases et stocké à -80C jusqu'à l'analyse.

La qualité de l'ARNm a été évaluée à l'aide du kit Agilent RNA 6000 Nano (Bioanalyzer). (mm10) référencé par le NCBI. L'alignement des séquences a été réalisé à l'aide du logiciel Hisat2 V2.0.5 avec les paramètres par défaut (Kim D, Langmead B and Salzberg SL. HISAT: a fast spliced aligner with low memory requirements. Nature Methods2015) et la quantification des comptages normalisés (Les souris ont été anesthésiées à l'isoflurane et ont reçu par perfusion intracardiaque 10ml de PBS froid puis 20ml de PFA 4% froid. Les pancréas disséqués ont été conservés dans 20ml de PFA 4% à 4°C pour une période maximale d'un mois. Le marquage et la transparisation des pancréas ont été réalisés selon la technique de clarification iDISCO avec un timing adapté. Les pancréas ont été incubés trois fois avec du PBS + 0.2% Gélatine (Sigma ref 48723-500-F) + 0.5% TRITON 100X (SigmaT8787) (PBSGT) pendant une heure à 37°C puis incubés dans du PBSGT pendant 3 jours à 37°C sous agitation lente pour saturer les sites de liaison aspécifiques et perméabiliser les pancréas. ambiante sous agitation lente dans des solutions de méthanol (20 %, 40 %, 60 %, 80 % de méthanol dilué dans de l'eau MilliQ et deux fois dans du méthanol à 100 %) pendant 1h pour chaque bain. Les pancréas ont ensuite été incubés pendant une nuit dans une solution deux utilisant la focalisation dynamique horizontale pour accroître la définition des zones acquises et éviter les déformations en périphérie du champ d'acquisition. L'ensemble des acquisitions obtenu pour les différents canaux a été converti en fichier Arivis Vision 4D (v3.1.1, Arivis AG, Rostock, Allemagne) pour permettre la reconstruction et l'observation tridimensionnelle des structures. Les îlots pancréatiques ont été segmentés automatiquement en utilisant un pipeline d'analyse du logiciel Arivis Vision 4D (v3.1.1, Arivis AG, Rostock, Allemagne). Le canal d'acquisition des îlots de l'image 3D reconstituée a d'abord été nettoyé à l'aide d'un filtre médian 2D d'un rayon de 3 pixels. Ensuite, deux étapes différentes de segmentation ont été réalisées. Les îlots ont d'abord été segmentés sur l'image, après application du filtre médian, en utilisant un seuil d'intensité. La valeur de ce seuil a été adaptée pour chaque image, en fonction de la préservation des marqueurs, et varie de 180 à 1800 UA selon l'échantillon. Les objets parasites ont été filtrés en rejetant les objets dont la sphéricité 3D (sans trous) était après application du filtre médian, mais avec un seuil d'intensité environ 50% plus élevé que dans la première étape et un seuil de sphéricité de 0,1, suivi du filtre de « Closing » d'un rayon de 3 pixels. Les deux masques 3D binaires ont ensuite été exportés sous forme de mesh et post-traités Le volume du pancréas a été segmenté à partir du signal d'autofluorescence du tissu en utilisant à nouveau Arivis Vision4D. L'image a d'abord été traitée avec un filtre médian 2D d'un rayon de 3 pixels, puis segmentée avec un seuil d'intensité supérieur à 200 UA (incluant tout signal supérieur au bruit de fond). Le masque binaire 3D qui en résulte a été lissé avec un filtre morphologique planaire de type « Closing » avec un rayon de 5 pixels puis exporté sous forme de mesh et post-traité dans MeshLab. Les mesh du volume ont été décimés à l'aide de la méthode Quadratic Edge Collapse Decimation, réduisant le nombre de sommets à environ 5 millions par image. La classification des îlots a été déterminée sur la base de notre méthode 2D précédemment décrite (17) (voir p172) en calculant le volume d'une cellule bêta individuelle (≈1670 µm 3 ) pour obtenir le volume approximatif des groupes de cellules bêta/îlots comme Le milieu conditionné a ensuite été collecté et conservé à -20°C pour des analyses ultérieures. Les cellules ont été lysées pour en extraire les ARN totaux et préparer des librairies pour le séquençage du transcriptome. réalisés sur toutes les sections composants un même bourgeon pancréatique avant analyse comme précédemment décrit (6) (voir p192).

  • This study allows for considering any actors of Slug activation pathways as potential therapeutic targets to avoid the atherosclerotic plaque progression towards a lifethreatening phenotype.
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Objectifs

Discussion

In our study, we first validated the existence of beta-cell neogenesis in response to insulin resistance using a cutting-edge 3D light-sheet microscopy analysis of insulin positive cells in whole pancreas; then we demonstrated that insulin resistance is a princeps signal triggering pancreatic adaptation through both a functional increase in insulin secretion and/or a beta-cell mass increase via either beta-cell proliferation and neogenesis. Importantly, we demonstrated that pancreatic adaptation by beta-cell neogenesis is a conserved mechanism in both mild and severe insulin resistance and in young and older mice, establishing beta-cell neogenesis as an important adaptive mechanism that could be therapeutically triggered in the near future to endogenously compensate for insulin deficiency in adult.

While adult beta-cell neogenesis was suggested but not quantified in models of pancreatic injury in mice, studies failed to confirm its implication, thereby remaining a controversial adaptive mechanism (34). Conversely, some results proposed that the major contributor to increase and/or maintenance of the beta-cell mass in adult rodents is beta-cell replication (35,36). Previously, we demonstrated, by 2D analysis techniques on sampled pancreas sections, an increase in the density of islets, notably small neoformed islets (17). Yet, biases associated with the 2D analysis prompted us to develop organ clearing that represents an advanced technology for a detailed morphometrical analysis of entire pancreas. Recently, a study using macroscopic 3D analysis on pancreas from S961-treated, diet-induced obese mice, has reported increased numbers of islets mostly attributed to beta-cell proliferation (37). Moreover, authors conducting 3D analysis by optical projection tomography on ob/ob mice revealed no augmentation in the number of small islets (that could reflect the presence of beta-cell neogenesis) but acknowledge beta-cell hyperplasia as the main adaptive mechanism in their model (38). However, whole 3D analysis of the endocrine pancreas with a particular focus on islets neogenesis was never performed on a model of severely induced-insulin resistance. To fill this caveat, we adapted a protocol to measure beta-cell and islet populations in whole pancreases. Our sensitive insulin staining enabled us to identify even small beta-cell clusters containing as few as 1-3 beta cells. We showed in adult young mice a clear and unbiased increase in beta-cell mass and fraction with a doubled islet number following insulin resistance, and confirming our 2D analysis. A more detailed analysis of islet populations showed an increase in both small and large beta-cell cluster, thereby evidencing that beta-cell 

Legends

RNA sequencing of insulin resistant myotubes reveals several secreted myokine candidates with a pro-neogenic potential

Building on these results, we then used high-throughput RNAseq to characterize the transcriptomic signature of CORT-treated C2C12 cells whose conditioned medium were previously validated for their pro-neogenic effects (Fig2). We could observe that a total of 119 genes were differentially expressed in CORT vs VEHtreated C2C12 cells (Fig 2A). Interestingly, majority of the genes (101) were found to be up-regulated (Fig2A). To characterize the signature of CORT-treated cells, we analyzed the GO-term enrichment in our gene set. We observed that a significant proportion of our genes were coding for secreted proteins including component of the extra-cellular matrix and growth factors (Fig2B-C). To refine our list of potential secreted candidates that could mediate distant effects on the pancreas, we selected secreted proteins that were not part of the local extracellular matrix environment (Fig2C). We ended up selecting 8 potential myokines (Fig2C, red highlight). Our first validation was to confirm in independent experiments that candidates were indeed up- Finally, the endocrine differentiation induced after MSTN treatment could be correlated to a decrease in Ki67 expression resulting in smaller bud size at the end of the culture period, suggesting an intensive differentiation of precursors cells towards endocrine lineage preventing their proliferation. Concerning AREG, here again, the mRNA expression data were confirmed at the protein level. Indeed, after AREG treatment, insulin or glucagon expression was not induced (Fig7-E). Interestingly, Ngn3 expression, as well as its targets, NeuroD and Insm1, was strongly induced, suggesting that AREG could favor proendocrine lineage entry, but not terminal endocrine differentiation.  
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