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Résumé 
Le diabète de type 2 (DT2) résulte d’une résistance à l’insuline par les tissus 

périphériques et par un défaut de sécrétion de l’insuline par les cellules β-

pancréatiques. Au fil du temps, la compensation des îlots de cellules β pour la 

résistance à l’insuline échoue et entraine par conséquent une baisse progressive 

de la fonction des cellules β. Plusieurs facteurs peuvent contribuer à la 

compensation de la cellule β. Toutefois, la compréhension des mécanismes 

cellulaires et moléculaires sous-jacents à la compensation de la masse de la 

cellule β reste à ce jour inconnue. Le but de ce mémoire était d’identifier 

précisément quel mécanisme pouvait amener à la compensation de la cellule β 

en réponse à un excès de nutriments et plus précisément à l’augmentation de sa 

prolifération et de sa masse. Ainsi, avec l’augmentation de la résistance à 

l’insuline et des facteurs circulants chez les rats de six mois perfusés avec du 

glucose et de l’intralipide, l’hypothèse a été émise et confirmée lors de notre 

étude que le facteur de croissance HB-EGF active le récepteur de l’EGF et des 

voies de signalisations subséquentes telles que mTOR et FoxM1 impliquées 

dans la prolifération de la cellule β-pancréatique. Collectivement, ces résultats 

nous permettent de mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués 

dans la compensation de la masse de la cellule β dans un état de résistance à 

l’insuline et peuvent servir de nouvelles approches thérapeutiques pour prévenir 

ou ralentir le développement du DT2.  

Mots-clés : Diabète, îlots de Langerhans, cellule β-pancréatique, prolifération, 

compensation, HB-EGF, mTOR, nutriments, FoxM1, récepteur EGF. 
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Abstract 
Type 2 diabetes (T2D) results from insulin resistance in peripheral tissues and 

impaired insulin secretion from the pancreatic β-cell. Over the time, 

compensation of the β cell islets for insulin resistance fails, and therefore leads 

to a gradual decline in β-cell function. Several factors may contribute to β-cell 

compensation. However, the cellular and molecular mechanisms underlying β-

cell compensation remain unknown. The purpose of this thesis was to identify 

what mechanism could lead to β cell compensation in response to nutrients 

excess and specifically the increase in proliferation and β-cell mass. Thus, with 

increasing insulin resistance and circulating factors in the 6 month rats infused 

with glucose + intralipid, the hypothesis was made and confirmed in our study 

that the growth factor HB-EGF would activate the EGF receptor, and 

subsequent signaling pathways such as mTOR and FoxM1, both involved in the 

proliferation of the pancreatic beta-cell. Collectively, these results allow us to 

understand better the molecular mechanisms involved in the β cell 

compensation in the insulin resistance state and may serve as a potential new 

therapeutic approach to prevent or delay T2D development. 

Keywords: Diabetes, islets of Langerhans, pancreatic β-cell, proliferation, 
compensation, HB-EGF, mTOR, nutrients, FoxM1, EGF receptor. 
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Les reins me paraissent aussi affectés dans la maladie que les uns appellent 
hydropisie dans le pot de chambre. [...] Quant à moi, je ne l’ai vue que deux 
fois jusqu’à présent; les malades avaient une soif inextinguible; ils buvaient 
démesurément et rendaient par les urines le liquide ingéré tel qu’ils l’avaient 
bu. 

 
 -Galien 

 

Chapitre 1- Le pancréas endocrine 

La morphologie 

Chez l’homme, le pancréas est un organe abdominal d’environ 15 centimètres 

qui possède trois segments, soit la tête, le corps et la queue. La tête, la partie la 

plus large, est rattachée au duodénum par le canal cholédoque. Le corps, qui 

forme la partie centrale, se déploie vers la rate. La glande pancréatique est 

classifiée comme hétérocrine, car elle possède à la fois des tissus exocrines et 

endocrines. Le tissu exocrine représente environ 99 % du poids total du 

pancréas. Ce tissu a pour fonction de sécréter un liquide alcalin riche en 

enzymes digestives. Quant à la partie endocrine, elle représente environ 1 % de 

la masse totale du pancréas. Le tissu endocrine est composé de petits amas de 

cellules nommés îlots de Langerhans. (1) 
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Les îlots de Langerhans  

Découverts en 1869 par le biologiste allemand Paul Langerhans, les petits îlots 

de Langerhans, qui forment environ 1 % de la masse du pancréas, sont l’unité 

fonctionnelle du tissu endocrine. Un adulte en possède entre  750 000 et 

1,5 million. Ils mesurent en moyenne 140 μm et sont situés dans la partie 

antérieure du pancréas. Un dense réseau de capillaires entouré par une mince 

couche de collagène irrigue ces îlots, qui contiennent quatre différentes sortes 

de cellules endocrines : les cellules α, β, γ et PP. Ces quatre cellules sécrètent 

respectivement quatre hormones : le glucagon, l’insuline, la somatostatine et le 

polypeptide pancréatique. Chacune de ces hormones possède une fonction 

distincte et adéquate dans la régulation de la glycémie et des besoins 

métaboliques. 

Les cellules β-pancréatiques forment l’essentiel de la masse endocrine du 

pancréas. Constituant entre 50 % et 80 % de la masse totale de l’îlot, ces 

cellules sécrètent l’insuline, un peptide constitué de 51 acides aminés avec une 

forte action hypoglycémiante.  

Le second type cellulaire le plus répandu et constituant entre 15 % et 20 % de la 

masse totale d’un îlot est la cellule α sécrétrice d’un peptide constitué de 29 

acides aminés, le glucagon. Dérivé du clivage du proglucagon, ce peptide 

possède une action hyperglycémiante.  
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De 5 % à 10 % de la masse de l’îlot est allouée aux cellules γ qui sécrètent la 

somatostatine, un peptide constitué de 14 acides aminés. Ce peptide est en fait 

un puissant inhibiteur de la sécrétion du glucagon et de l’insuline.  

Enfin, les cellules PP, les moins étudiées de l’îlot, sécrètent le polypeptide 

pancréatique. Le polypeptide pancréatique joue vraisemblablement un rôle de 

mécanisme d’inhibition de la sécrétion pancréatique exocrine. Toutefois, son 

mode d’action endocrine est encore méconnu. 

L’anatomie des îlots est complexe, et ce, surtout en raison des différentes 

espèces. D’une part, les cellules endocrines dans le pancréas forment différents 

agrégats d’aspects et de grandeurs variés. D’autre part, la répartition des îlots de 

Langerhans n’est pas aléatoire et est spécifique à chaque espèce. Chez les 

espèces murines, par exemple, la majorité des cellules productrices d’insuline 

sont situées dans le centre de l’îlot et entourées de cellules sécrétrices de 

glucagon. L’organisation de leurs îlots est donc bien connue. Toutefois, le 

même phénomène n’est pas observé dans les îlots humains, qui sont variables et 

désorganisés autour des cellules β.  

Plusieurs études ont démontré que la direction du flux sanguin est définie par la 

direction des cellules β vers les cellules non β et que l’organisation des îlots a 

un aspect fonctionnel. Figure 1 (2) 
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Figure 1:Anatomie du pancréas chez l’humain et morphologie des îlots de 
Langerhans (2). 

 

Régulation hormonale de la glycémie 

Exerçant un rôle majeur dans l’organisme, le glucose est un substrat catabolique 

essentiel à la fonction de plusieurs organes, notamment au fonctionnement des 

muscles, du cerveau et des hématies. La glycémie normale chez un individu 

sain se situe entre 3,9 et 6,1 mmol/L. Une perturbation de la glycémie, comme 

dans le cas de l’hypoglycémie ou de l’hyperglycémie, entraine des 

conséquences délétères pour l’organisme. L’équilibre de la glycémie est régulé 

par la combinaison de différents organes et hormones. Ces hormones n’agissent 

pas de la même façon, ni au même moment. Ainsi, l’homéostasie du glucose se 

fait en combinant l’action des hormones sécrétées par les îlots de Langerhans, 
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par la production par le foie de glucose et par leur recapture par les tissus 

musculaires et adipeux. Le pancréas joue le rôle majeur dans la régulation de la 

glycémie grâce à la sécrétion d’hormone anabolique comme l’insuline et aussi 

d’hormones cataboliques comme le glucagon (3). 

 

Mécanisme de compensation de la cellule β-pancréatique. 

 
Le diabète de type 2 (DT2) résulte d’une insuffisance de la sécrétion d’insuline 

par les cellules β-pancréatiques des îlots de Langerhans et d’une résistance des 

tissus périphériques à l’action de l’insuline. Il se développe en réponse à une 

suralimentation et à un manque d’activités chez les sujets ayant une 

prédisposition génétique. Au fil du temps, chez environ 20% des individus, la 

compensation des cellules β pour la résistance à l’insuline échoue, entrainant 

ainsi un déclin progressif de la fonction des cellules β. L’adaptation anatomique 

et fonctionnelle de la cellule β à l’augmentation de la demande d’insuline chez 

les individus obèses est donc cruciale pour prévenir le diabète ou 

l’hyperglycémie. Toute altération de ces mécanismes conduit au développement 

du diabète. En effet, cette compensation se traduit par une augmentation de la 

sécrétion de l’insuline et de la masse de la cellule β-pancréatique. Il a été 

démontré que chez certains patients humains obèses, la sécrétion de l’insuline 

augmente considérablement afin de maintenir une glycémie normale. Il a aussi 

été démontré que dans les pancréas de patients décédés, la masse de la cellule β-

pancréatique est augmentée chez les sujets obèses non diabétiques 



7 

 

 

comparativement aux sujets ayant un poids santé. Ces observations suggèrent 

que l’altération anatomique de la compensation de la cellule β-pancréatique à 

l’obésité contribuerait au développement du diabète de type 2 (4).  

Chez les rongeurs, l’augmentation de la masse de la cellule β-pancréatique est 

d’abord amorcée par la réplication des cellules existantes et est drastiquement 

régulée en réponse à la résistance à l’insuline induite par l’obésité. Le 

mécanisme moléculaire qui conduit à la compensation de la cellule β-

pancréatique à la résistance à l’insuline est encore inconnu. Les études in vivo 

effectuées dans notre laboratoire avec des modèles de rats perfusés en 

nutriments pendant 72 heures ont révélé une augmentation de la masse et de la 

prolifération de la cellule β-pancréatique, qui pourrait avoir un impact sur sa 

compensation.  
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Figure 2. La dysfonction de la cellule β-pancréatique et l’histoire naturelle du diabète de 
type 2. Le diabète de type 2 se développe en réponse à la suralimentation et au manque 
d'activité physique chez les sujets ayant des prédispositions génétiques à l’hyperinsulinémie, 
à la résistance à l’insuline et à la défaillance de la cellule β. Au fil du temps, la compensation 
des îlots de cellules β pour la résistance à l’insuline échoue, entrainant par conséquent une 
baisse progressive de la fonction des cellules β. Une hyperglycémie s’ensuit avec la 
dysfonction et la défaillance de la cellule β. (Ref. : Prentki M.) (4)  

NGT : Tolérance normale au glucose; IGT : Intolérance au glucose. 
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Chapitre 2 – Le diabète 

 

Définition, prévalence et critères diagnostiques 

 
Bien qu’il ait fallu un certain temps pour trouver une définition exacte au 

diabète, il semble de nos jours qu’il puisse être défini comme « une maladie 

chronique qui survient lorsque l’organisme est incapable de produire 

suffisamment d’insuline, ou d’utiliser l’insuline de manière efficace ». 

Fédération internationale du diabète (IDF) 

 

Plusieurs causes peuvent expliquer une augmentation du nombre d’individus 

souffrant de diabète : le vieillissement de la population, l’urbanisation, 

l’augmentation de la prévalence de l’obésité et le manque d’activité physique 

sont parmi ces causes. D’après l’IDF, le diabète est l’une des maladies 

chroniques les plus communes. Il affecte plus de  387 millions d’individus à 

travers le monde, soit quelque 5 % de la population mondiale. En 2015, une 

personne meurt du diabète toutes les six secondes, ce qui représente 5,1 millions 

de décès. Si la tendance se maintient, ce pourcentage atteindra 6,3 % en 2025 

(5). 
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Figure 3. Comparaison selon les études démographiques de l’IDF de la proportion 
mondiale d’individus âgés de 20 à 79 ans diagnostiqués et non diagnostiqués avec le 
diabète (Ref: FID) (5). 
 

Un diagnostic de diabète est posé lorsqu’une glycémie à jeun supérieure à 7,1 

mmol/L est observée à deux reprises, si des symptômes comme une perte de 

poids, la polyurie et la nycturie se manifestent ou qu’un taux de glycémie 

supérieur à 11mmol/L est analysé après un test d’hyperglycémie provoquée par 

voie orale (HGPO), c’est-à-dire d’un test qui compare la glycémie à jeun à un 

test effectué deux heures après l’ingestion par voie orale de 75 grammes de 

glucose (5). Ces critères de diagnostic du diabète ont été établis par 

l’Association canadienne du diabète. Un autre test pertinent pour poser un 

diagnostic de diabète est celui de l’hémoglobine A1C qui mesure la 

concentration de glucose dans le sang sur une période de deux à trois mois. Ce 

test n’oblige pas le patient à être à jeun et est très utile pour suivre l’évolution 

de la glycémie. D’une part, selon les critères de l’Organisation mondiale de la 

santé (OMS), le diagnostic de diabète est posé lorsque l’hyperglycémie 

modérée à jeun équivaut à ≥6,1 mmol/l (110 mg/dl) et <7 mmol/l ( 126 mg/dl). 
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D’autre part, l’intolérance au glucose est diagnostiquée lorsque deux conditions 

sont jumelées : la glycémie à jeun est de <7 mmol/l (126 mg/dl) et entre 

≥7,8 mmol/l (140 mg/dl) et <11,1 mmol/l (200 mg/dl), deux heures après une 

charge de 75 g de glucose (6). 

 

Les différents types de diabète 

Le diabète est le terme général utilisé pour définir un trouble d’absorption du 

glucose par les cellules. Deux causes expliquent cette anomalie : un défaut de 

sécrétion d’insuline et/ou de l’action de celle-ci. 

Le diabète de type 1 

Le diabète de type 1 apparait souvent à l’enfance et au plus tard à l’âge de 

30 ans. Il touche en moyenne 10 % de la population diabétique. Ce type de 

diabète est provoqué par une réaction auto-immune au cours de laquelle il y a 

destruction des cellules productrices d’insuline, les cellules β-pancréatiques. Le 

diabète de type 1 apparait généralement de manière soudaine et se distingue par 

la présence de symptômes tels la soif excessive, la fatigue, la perte de poids, la 

vision trouble, etc. Les injections quotidiennes d’insuline sont essentielles pour 

la survie des patients atteints du diabète de type 1. Les causes exactes 

engendrant ce type de diabète sont inconnues. De nombreuses études avancent 

que le diabète de type 1 serait lié à certains facteurs de risques. Ainsi des 

prédispositions génétiques, l’emplacement géographique du patient ou 

l’introduction de sucre trop tôt dans la vie d’un nourrisson contribueraient à son 



12 

 

 

développement (5)(6). Des recherches pour prévenir le développement du 

diabète de type 1 sont en cours. Parmi les approches préconisées, notons la prise 

quotidienne de vitamine D par les enfants en bas âge. Certains essais in vitro sur 

les animaux démontrent que la vitamine B3 joue un rôle protecteur sur la cellule 

β-pancréatique. Toutefois, l’immunothérapie est l’alternative la plus 

prometteuse à ce jour. Elle permet au système immunitaire de « supporter » les 

cellules β-pancréatiques (5) (6). 

 

Le diabète gestationnel 

Aussi appelé diabète de grossesse, le diabète gestationnel apparait au cours des 

deuxième et troisième trimestres de la grossesse. Une résistance à l’action de 

l’insuline ou un défaut de sécrétion de l’insuline par les cellules β-pancréatiques 

provoquent une augmentation de la glycémie et causent ce type de diabète. 

Comme pour les autres types de diabète, il est généralement asymptomatique. 

Bien maitrisé, il ne menace pas le fœtus, puisque celui-ci est déjà bien formé 

(7). Cependant, si la glycémie est mal contrôlée, certains risques pour le bébé, 

tel le trouble de macrosomie fœtale, et un accouchement plus difficile pour la 

mère sont à craindre (8).  

 

Le diabète de type 2 

La forme de diabète la plus courante est le diabète de type 2 (DT2). Il 

représente plus de 90 % des cas de diabète. Le DT2 touche plus fréquemment 
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les adultes, mais quelques cas chez les adolescents et les enfants ont été 

signalés. Une résistance à l’insuline ou une sécrétion insuffisante d’insuline 

sont des facteurs pouvant causer ce type de diabète. La résistance à l’insuline 

est un défaut de recapture et d’utilisation adéquate du glucose vers les tissus 

périphériques qui engendre une accumulation de glucose dans le sang. En effet, 

la sécrétion insuffisante d’insuline par les cellules β-pancréatiques se produit ce 

qui conduit à la résistance à l’insuline responsable d’une hyperglycémie (9).  

 

Étiologie du diabète de type 2 

Facteurs environnementaux  

Le phénotype du diabète varie en fonction des facteurs environnementaux des 

patients, d’un pays à l’autre, d’un continent à l’autre. Parmi ces facteurs qui 

jouent un rôle important dans le développement du diabète de type 2, nous 

retrouvons la consommation de glucose alimentaire, le surpoids (l’obésité), le 

comportement sédentaire et le tabagisme. Des études épidémiologiques menées 

en tenant compte de différents critères comme l’âge, l’IMC, l’inactivité 

physique et la proximité ont démontré l’influence de ces facteurs. Ces études 

ont aussi démontré que le diabète de type 2 peut être causé par des facteurs 

ethniques et génétiques (10). 
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Facteurs génétiques 

Le diabète de type 2 est non seulement lié à l’environnement, à l’alimentation et 

au mode de vie, mais il peut être causé par des facteurs héréditaires (11). En 

effet, si aucun des parents n’a développé le diabète de type 2 au cours de sa vie, 

le risque pour l’enfant de développer la maladie est faible. Par contre, si un des 

parents est atteint, le risque pour l’enfant de souffrir de diabète augmente de 

40 %. Si les deux parents sont atteints, ce risque s’élève à 70 % (12). D’autres 

études ont révélé que si un jumeau monozygote est atteint, les risques pour 

l’autre jumeau de développer le diabète de type 2 sont de 25 % à 30 %. Dans le 

cas de jumeaux dizygotes, ce risque est de 15 % à 25 % (12). Des études 

récentes des chercheurs du projet Diabetes Gene Discovery Group (DGDG) ont 

démontré que quatre gènes seraient impliqués à 70 % dans l’hérédité du diabète 

de type 2, les gènes TCF7L2, HHEX, EXT2 et SLC30A8 (9). Les gènes 

TCF7L2 et HHEX sont des facteurs de transcription qui régulent les activités 

d’autres gènes; le gène EXT2 est impliqué dans le développement du pancréas 

et le gène SLC30A8 produit la protéine ZnT8 qui a pour rôle d’intervenir dans 

le transport du zinc, facteur important dans la production d’insuline. 

 

Chapitre 3- La pathophysiologie du diabète de type 2 

 

Le diabète de type 2 est causé par une insuffisance de sécrétion d’insuline par le 

pancréas endocrine, ainsi que par une résistance des tissus périphériques à 
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l’action de l’insuline. En raison de ces anomalies, l’homéostasie du glucose est 

altérée et mène à une détérioration de l’équilibre glycémique. Plusieurs études 

ont démontré que le diabète de type 2 se développe chez les individus ayant une 

résistance à l’insuline entrainant un défaut de compensation par les cellules β-

pancréatiques, une intolérance au glucose et, par la suite, une hyperglycémie. 

L’apparition d’hyperglycémie provoque une perte de la masse de la cellule β 

accompagnée d’une perte de sa fonction sécrétoire (13). 

La dysfonction de la cellule β-pancréatique 

Le mécanisme de compensation n’est pas la seule explication à la dysfonction 

de la cellule β caractérisant le diabète de type 2 (voir section chapitre 1). Le 

pancréas pourrait subir un autre phénomène qui déclenche une détérioration 

progressive, nommée glucolipotoxicité. En effet, au début des années 1990 le 

groupe de Robertson (14) a démontré qu’une hyperglycémie chronique 

combinée à une hyperlipidémie auraient une action synergique toxique sur 

l’homéostasie du glucose. Entre autres, il a été observé que la glucolipotoxicité 

aurait un impact sur la sécrétion d’insuline, sur son expression génique et sur la 

destruction des cellules β (Figure 4). 
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Figure 4: Mécanisme proposé décrivant la glucolipotoxicité. 
L’hyperglycémie chronique entraine une glucotoxicité pour les cellules 
pancréatiques qui affecte la sécrétion d’insuline et la réduction de l’expression 
de son gène. Parallèlement, la lipotoxicité qui résulte de l’exposition chronique 
aux acides gras entraine aussi un défaut de l’expression du gène de l’insuline. 
Les deux phénomènes occasionnent la dysfonction de la cellule β (Ref: Isma B). 

 
 

La résistance à l’insuline  

Un autre facteur qui contribue à la pathophysiologie du diabète de type 2 est la 

résistance à l’insuline. Comme l’insuline est responsable de maintenir 

l’euglycémie via le captage du glucose par les tissus insulino-sensibles tels les 

tissus adipeux et les muscles, la résistance des tissus périphériques à l’action de 

l’insuline progresse donc le plus souvent vers le développement du diabète de 

type 2 (15). Cette résistance se développe à la suite d’insuffisance de sécrétion 

d’insuline par les cellules β-pancréatiques et est associée à un excès de 

nutriments (16). Cet excès de nutriments introduit un état inflammatoire 
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systémique et un stress du réticulum endoplasmique qui mènent à une résistance 

à l’action de l’insuline des tissus périphériques. Le mécanisme de résistance à 

l’action de l’insuline est engendré en partie par la production de cytokines pro-

inflammatoires et de leur récepteurs qui inhiberont la transmission du signal de 

l’insuline à son récepteur. La source principale de la libération de ces cytokines 

se fait par les tissus cibles eux-mêmes, principalement par les tissus adipeux et 

le foie. Ceci va se traduire par la réduction du recaptage du glucose par les 

muscles, une augmentation de la lipolyse dans les adipocytes et une activation 

de la gluconéogenèse hépatique. Ainsi, ce sont par ces mécanismes que la 

population diabétique développera une hyperglycémie et une dyslipidémie 

(Figure 5) (17). 

 

Figure 5. L’obésité et le développement de l’inflammation et de la 
résistance de l’insuline. L’obésité entraine un changement dans les muscles 
squelettiques, le tissu adipeux et le foie, ce qui cause une inflammation localisée 
et une résistance à l’insuline (IR) par des voies autocrines et paracrines (Ref : 
De Luca C) (17). 
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La diminution de la masse de la cellule β 

En plus des éléments mentionnés ci-haut, d’autres facteurs provoquent 

l’hyperglycémie. La réduction de la masse des cellules β-pancréatiques causée 

par un taux trop élevé de la mort de ces cellules est aussi responsable de 

l’élément prédominant des complications à long terme associées au diabète, 

l’hyperglycémie (18). Plusieurs études sur le diabète de type 1, entre autres sur 

les animaux et sur les humains, ont illustré une réduction de la masse de la 

cellule β-pancréatique. En effet, des études sur la transplantation ont démontré 

que le défaut métabolique chez les patients souffrant du diabète de type 1 

pouvait être rétabli par une restauration des cellules β-pancréatiques (19) (20). 

Plusieurs données animales (21) ont fortement suggéré que le défaut de la 

sécrétion de l’insuline dans le diabète de type 2 est en partie lié à la réduction de 

la masse de la cellule β-pancréatique. Ces données sont récentes et à l’heure 

actuelle cette théorie est encore une idée controversée dans le modèle humain 

du diabète de type 2. En ce qui concerne les sujets humains, plusieurs théories 

sont partagées entre une prédisposition génétique et des causes 

environnementales telle la glucolipotoxicité (mentionnée plus haut). Une 

augmentation de l’apoptose des cellules β-pancréatiques peut prévenir une 

augmentation compensatrice de la masse des cellules β dans le diabète de type 2 

(21). Ainsi, en raison de la grande variation entre les sujets, il est très difficile 

de récolter des données constantes sur la mesure de la cellule β-pancréatique 

chez les sujets humains. Néanmoins, plusieurs études ont clairement démontré 
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qu’il y a une diminution d’au moins 20 % de la masse de la cellule β-

pancréatique chez les patients souffrant du diabète de type 2 (22) (23).  

La diminution de la masse de la cellule β-pancréatique entraine sa 
dysfonction. 

Au stade embryonnaire et fœtal, les cellules β subissent une différenciation et 

une prolifération. La prolifération ne demeure pas statique de la naissance 

jusqu’à l’âge adulte. Elle s’adapte en réponse aux lésions et aux stimuli comme 

l’ingestion de nutriments. La masse de la cellule β est maintenue par un 

processus actif, soit l’augmentation à travers la formation de nouvelles cellules 

à partir de leurs précurseurs, de l’hyperplasie et l’hypertrophie. Ainsi, la mort 

des cellules β sert de contrerégulateur à ce processus actif.  

 

Chapitre 4 –Mécanismes de l’augmentation de la masse de la 
cellule β-pancréatique 
 

La prolifération de la cellule β-pancréatique 

Le développement d’une insulinorésistance périphérique entraine une demande 

accrue d’insuline dans les îlots de Langerhans. Malgré cette résistance, 

l’hyperplasie compensatrice des îlots pancréatiques associée à une 

augmentation de la masse de la cellule β et de la production d’insuline est un 

mécanisme essentiel au maintien de l’euglycémie. L’altération de la 
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signalisation insulinique dans les cellules β et l’apoptose accrue de celles-ci 

sont associées à l’apparition du diabète chez des sujets obèses (24).  

 

Adaptation de la cellule β-pancréatique 

L’adaptation de la cellule β-pancréatique est une réponse à l’insulinorésistance 

qui se manifeste par l’augmentation de la sécrétion de l’insuline et par 

l’augmentation de la masse de la cellule β. Émettant plusieurs hypothèses, le 

groupe de Butler et coll. a démontré que la masse de la cellule β augmente 

davantage chez les sujets obèses non diabétiques que chez les sujets normaux et 

qu’elle diminue autant chez les individus obèses avec une glycémie anormale à 

jeun que chez les individus souffrant de diabète de type 2 (25). En soit, ces 

observations suggèrent que la compensation de la cellule β-pancréatique en 

réponse à la résistance à l’insuline entraine une augmentation de la masse qui 

survient progressivement chez les sujets diabétiques, s’atténue par la suite pour 

finir par causer son dysfonctionnement. 

L’augmentation de la masse de la cellule β-pancréatique résulte de la 

prolifération des cellules déjà présentes. Par contre, cette hypothèse reste à ce 

jour encore débattue. En effet, s’il est clairement établi que la réplication de la 

cellule β joue un rôle dans le modèle de souris (26), les faits démontrent que la 

prolifération, chez les sujets adultes humains, serait assez faible (27). 

De plus, il a été démontré que la néogenèse des cellules du canal de Wirsung et 

acinaires du pancréas pouvait aussi jouer un rôle important dans l’augmentation 
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de la masse de la cellule β. Comne décrit en biologie, la néogenèse correspond à 

la formation d'un nouveau tissu ou groupe de cellules. Pour leur part, Inada et 

coll. ont démontré que la néogenèse des cellules du canal de Wirsung contribue 

grandement à la formation des nouvelles cellules β-pancréatiques lors son 

adaptation (28). Des études plus récentes effectuées sur des primates ont 

démontré que la néogenèse est la source principale de production de 80 % des 

cellules β adultes nouvellement formées (28).  

La signalisation et le mécanisme moléculaire qui lient la compensation de la 

cellule β-pancréatique à la résistance à l’insuline sont encore méconnus. Par 

contre, une étude met en évidence le rôle de la signalisation de l’insuline dans le 

foie et les cellules β-pancréatiques. En effet, selon Michael et coll., la 

perturbation de la signalisation de l’insuline dans le foie résulte d’une résistance 

à l’insuline. À son tour, cette résistance pourrait conduire à l’hyperplasie de la 

cellule β-pancréatique (29), comme l’ont aussi démontré Escribano et coll. par 

la délétion du récepteur à l’insuline dans le foie (30). De plus, le rôle des 

signaux neurologiques aurait aussi un enjeu sur la compensation de la cellule β, 

comme l’ont démontré Imai et coll. à la suite d’une vagotomie pancréatique qui 

aurait aboli la prolifération cellulaire en réponse à une résistante à l’insuline au 

niveau du foie (31). Enfin, El Ouaamari et coll. ont proposé que des facteurs 

circulants dérivés du foie puissent jouer un rôle dans l’adaptation de la cellule 

β-pancréatique en réponse à une résistance à l’insuline (32). 
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Prolifération de la cellule β-pancréatique 

La prolifération dans les cellules β-pancréatiques chez les sujets humains a été 

l’objet d’un grand débat au cours des dernières années dans la recherche sur le 

diabète de type 1 et de type 2. En effet, un des buts principaux des chercheurs 

dans le domaine du diabète est de développer une approche thérapeutique pour 

induire la réplication et l’augmentation de la masse des cellules β chez l’humain 

souffrant du diabète. Malheureusement, plusieurs groupes ont observé que le 

taux de réplication de la cellule β chez l’humain est très faible (environ 0,2 % 

de cellules/24 heures) et que les cellules répondent très peu aux différents 

facteurs de croissance, mitogènes et nutriments. Des études ont aussi démontré 

une augmentation de la taille des cellules chez les rongeurs (33). 

Au cours des deux dernières décennies, une progression notable dans la 

compréhension du rôle du contrôle des facteurs de transcription dans la cellule 

β chez les sujets murins et humains a été observée. À ce jour, les différentes 

recherches ont démontré le rôle primordial de l’implication du cycle cellulaire 

des cellules β chez les humains et les souris. Par contre, un des domaines les 

moins étudiés dans les cellules β dans le modèle humain est le réseau 

intracellulaire de signalisation qui lie l’action des nutriments extracellulaires et 

des facteurs de croissance retrouvés à la surface des cellules β-pancréatiques et 

la machinerie du cycle cellulaire. En effet, tel qu’il a été mentionné plus haut, 

plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans la croissance de la cellule 
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β-pancréatique, telles la voie de l’insuline-PI3K-AKT, la voie de GSK-3 

(glycogen synthase kinase-3) et la voie de mTOR (mammalian target of 

rapamycin) /S6 kinase, pour ne nommer que celles-ci. De plus, au cours des 

dernières années les recherches incluant des nutriments comme le glucose, les 

facteurs de croissance (EGF (epidermal growth factor),  la leptine, œstrogène et 

la progestérone) sur d’autres facteurs impliqués dans cette prolifération ont été 

approfondies. (Figure 6) (33). 

 

Figure 6. La voie de signalisation à partir du glucose vers la prolifération des 
cellules β via mTOR, ChREBP/cMyc A: le mécanisme de signalisation dans les 
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cellules β chez le modèle de rongeurs. B: le mécanisme de signalisation dans les 
cellules β chez le modèle humain (Ref. : Kulkarni RN)  (34). 

 
 
Heparin-binding Epidermal Growth Factor-like Growth Factor (HB-EGF) 

HB-EGF fait partie de la famille du facteur de croissance EGF mentionné plus 

haut. HB-EGF a été purifié à partir d’un milieu de cellules U937. Le gène de 

HB-EGF est composé de six exons et de cinq introns codant pour 208 acides 

aminés et correspondant à la protéine pro HB-EGF sur le chromosome 5 chez 

l’humain et 18 chez la souris. Pro HB-EGF contient un domaine extracellulaire 

clivé par une métallo protéase (ADAM) pour produire la forme de HB-EGF 

soluble et mature (35). Les domaines carboxy-terminaux, solubles et matures de 

HB-EGF sont d’importants stimulateurs de la prolifération cellulaire, et ce, par 

une action directe ou indirecte du récepteur de l’EGF (36) (37) (38). 

 En effet, les ligands de la famille EGF peuvent induire une signalisation 

juxtacrine, autocrine, paracrine ou endocrine, selon l’environnement cellulaire 

du peptide sécrété (39). L’induction de cette signalisation résulte de la 

transactivation par les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Les cellules 

reçoivent plusieurs signaux extracellulaires par différents récepteurs à leur 

surface. Ces signaux se transmettent à la cellule par différentes voies de 

signalisation. Plusieurs diaphonies sont possibles entre ces signaux. Dans la 

plupart des cas, ces diaphonies surviennent entre les voies de signalisation, mais 

peuvent aussi survenir directement entre les récepteurs membranaires, par 

exemple dans le cas des RCPG et du récepteur à l’EGF. Cette diaphonie entre 
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récepteurs, plus communément appelée transactivation, survient dans ce cas 

avec la libération de HB-EGF par son clivage à l’aide d’une métallo protéase, à 

la suite d’un médiateur libéré par les RCPG (40). L’activation de HB-EGF se 

fait à travers une transactivation entre deux récepteurs qui induit l’activation de 

plusieurs voies de signalisation (Figure 7). Le HB-EGF peut aussi être inhibé 

par des inhibiteurs spécifiques. L’inhibiteur le plus commun pour HB-EGF est 

le Cross-reacting material 197 (CRM 197), une variante non toxique de la 

toxine de Diphtérie isolée de cultures cellulaires de Corynebacterium 

diphtheriae. Afin de bloquer son activité mitogénique par l’inhibition de la 

liaison au récepteur de l’EGF, CRM 197 va se lier à la forme retrouvée chez 

l’humain de HB-EGF (41). 

 

HB-EGF est exprimé chez l’animal, de même que chez l’humain. Il est aussi 

abondamment exprimé dans les cellules fœtales du pancréas et les cellules 

primaires du canal de Wirsung. L’expression génique de ce facteur est 

partiellement régulée par PDX-1 (Pancreatic Duodenal Homeobox 1) et, 

inversement, il a été rapporté que HB-EGF régule positivement le promoteur du 

gène de PDX-1 dans les cellules β-pancréatiques (42). Ainsi, dans un modèle de 

régénération partielle du canal acinaire chez la souris, il y a augmentation de 

l’expression du gène de HB-EGF. Dans ce modèle, il a été démontré que 

l’expression de HB-EGF par les cellules acinaires induisait la prolifération des 

cellules β-pancréatiques déjà existantes et la différenciation de celles-ci en 
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cellules acinaires, ce qui améliorait par la suite la tolérance au glucose par 

l’augmentation de la masse de la cellule β (42). 

 

 

Figure 7. Voie de signalisation de HB-EGF menant à la prolifération 
cellulaire. L’activation de récepteurs couplés aux protéines G, envoie un signal 
intrinsèque induisant le clivage de Pro HB-EGF par la métalloprotéase ADAM10, 
produisant la forme mature de HB-EGF. La partie soluble de HB-EGF va se lier au 
récepteur de l’EGF et induire des cascades de signalisation sous-jacentes, comme la 
voie des MAP kinase qui va induire l’activation de la transcription de plusieurs gènes 
impliqués dans le contrôle de la prolifération cellulaire (Ref : Yan Y) (40). 
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Récepteur de la famille Epidermal Growth Factor (EGF) 

Le récepteur de l’EGF se trouve à la surface de la membrane cellulaire. Il est un 

récepteur extracellulaire de ligand protéique. EGFR est membre de la famille 

des récepteurs ErbB qui comporte quatre sous-familles de type récepteur 

tyrosine kinase, soit EGFR (ErbB-1), HER2/c-neu (ErbB-2), Her 3 (ErbB-3) et 

Her 4 (ErbB-4). La signalisation du récepteur de l’EGF en réponse aux facteurs 

de croissance est essentielle pour plusieurs processus morphogéniques et toute 

activité incohérente des membres de la famille de ce récepteur peut entrainer un 

défaut dans le développement et dans la croissance cellulaire. Par sa structure, 

le récepteur de l’EGF permet aux signaux d’être transmis à travers la membrane 

plasmatique où ils activent l’expression des gènes et induisent une réponse 

cellulaire telle que la prolifération. L’activité tyrosine kinase du récepteur à 

l’EGF est régulée par la dimérisation du récepteur, les monomères étaient 

inactifs. De nombreux ligands peuvent activer le récepteur par liaison à son 

domaine extracellulaire et inductrice d’une conformation homodimérique ou 

hétérodimérique. Les résidus tyrosine sur un récepteur est alors phosphorylés 

par son récepteur apparié et forme un site d’échafaudage pour des complexes de 

signalisation se trouvant dans le cytoplasme. À la suite de la phosphorylation, 

des voies mitogéniques telles les voies de MAPK, AKT et PK seront activées 

(43). À l’inverse, plusieurs molécules inhibent les voies induites par EGFR, 

dont la plus commune est AG1478. 
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Différentes voies de signalisation en aval du récepteur de l’EGF 
Protein kinase B (Akt) 

Akt est une protéine kinase sérine/thréonine qui joue un rôle prédominant dans 

plusieurs fonctions cellulaires, telles le métabolisme du glucose, l’apoptose, la 

prolifération cellulaire, la transcription et la migration cellulaire. Akt existe en 

trois isoformes chez le mammifère : Akt1 est retrouvée dans une large 

distribution de tissu; Akt2 est prédominante dans les cellules adipeuses et 

musculaires; et la protéine Akt3 est exprimée dans les testicules et le cerveau. 

Les protéines Akt est activées par plusieurs facteurs de croissance, hormones et 

cytokines, et ce, par leur liaison aux récepteurs tyrosine kinase, récepteurs de 

cytokines ou bien RCPG. Aussi, Akt se lie à PIP3 (Phosphatidylinositol (3, 4, 

5)-trisphosphate) par son domaine PH (pleckstrin homology). Cette liaison 

provoque une translocation de Akt à la membrane. Cette activation se fait à 

travers deux mécanismes de phosphorylation. PDK1 (Phosphoinositide-

dependent kinase-1), qui est aussi transporté à la membrane par son domaine 

PH, phosphoryle Akt par sa boucle d’activation sur Thr308. Enfin, une seconde 

phosphorylation sur la Ser473 doit aussi avoir lieu pour que se réalisent son 

activité et son transport par le complexe mTOR/rictor/ mTORC2 (44). 
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Plusieurs molécules ou facteurs peuvent inhiber ou réguler négativement Akt. 

Parmi les molécules et les facteurs, on peut nommer la phosphatase de lipides 

PTEN (Phosphatase and tensin homolog), qui déphosphoryle PIP3; PP2A 

(protéine phosphatase 2A); PHLPP (PH domain and Leucine rich repeat Protein 

Phosphatases) et LY294002 (45). Néanmoins, une signalisation aberrante d’Akt 

est observée dans plusieurs pathologies sévères. Par exemple, le développement 

du cancer chez l’humain où Akt est constamment activée mène à une 

prolifération cellulaire incontrôlée. En raison de son rôle dans la croissance de 

cellules cardiaques, l’angiogenèse et l’hypertrophie, Akt est aussi un facteur 

primordial dans les maladies cardiovasculaires. (46).  

Akt joue un rôle dans l’activation positive de plusieurs substrats en aval. Ces 

substrats possèdent tous une séquence consensus RXRXXS/T. Une des 

fonctions principales de leur activation est de promouvoir la croissance 

cellulaire et la synthèse protéique à travers la régulation de la voie de 

signalisation de mTOR. Ainsi, Akt phosphoryle et active directement ou 

indirectement mTOR par l’inhibition de la protéine PRAS40 (Proline-rich Akt 

substrate of 40 kDa) et tubérine, deux inhibiteurs de mTOR. Enfin, cette 

activation promeut la croissance cellulaire et la progression du cycle cellulaire 

(G1), et ce, par l’activation de p70S6Kinase et l’inhibition de 4EBP1 (4E-

binding proteins 1), tous deux en aval de mTOR (47). 
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The mammalian target of rapamycin (mTOR) 

La cible de la rapamycine (mTOR) est une sérine / thréonine kinase conservée 

qui régule la croissance et le métabolisme cellulaire en réponse à divers stimuli 

environnementaux. mTOR est composée de deux complexes multiprotéiques 

distincts : TOR complexe 1 (TORC1), qui est sensible à la rapamycine 

(composée de mTOR, Raptor, GβL (mLST8) et Deptor), et TOR complexe 2 

(TORC2), qui n’est pas sensible à la rapamycine. Un défaut de la régulation de 

TORC1 entraine plusieurs conséquences comme une augmentation de 

l’autophagie, un arrêt de transcription de plusieurs gènes et la diminution de 

synthèse des protéines, suggérant que les inhibiteurs de TOR peuvent être utiles 

dans le traitement du cancer, des maladies cardiovasculaires, de l’auto-

immunité et des dysfonctions métaboliques (48). Ainsi, l’activation de cette 

voie se fait par l’inhibition de TSC2 (Tuberous sclerosis complex 2). En effet, 

lorsqu’Akt est elle-même activée, elle phosphoryle TSC2. Ainsi, Akt ne pourra 

inhiber davantage Rheb (une petite protéine GTPase) qui activera à son tour 

mTOR. À faible niveau d’énergie, l’AMPK (AMP-activated protein kinase) 

phosphoryle et active TSC2 qui inhibe Rheb et mTOR par conséquent, ce qui 

occasionne une réduction de la synthèse de protéine (49). 

Les substrats en aval de mTORC1 sont 4E-BP1 et pS6K1-2 (50). La fonction de 

4E-BP1 est d’être un répresseur de la traduction quand celui-ci n’est pas 

phosphorylé. Pour induire la croissance cellulaire et la prolifération, mTOR 

procède à la phosphorylation de 4E-BP1;la traduction de l’ARNm peut donc 
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avoir lieu. De plus, S6K peut aussi réguler la croissance cellulaire et la 

prolifération, et ce, d’une manière complètement dépendante de la signalisation 

de mTORC1 par la phosphorylation de la Thr389 (51) (52). En effet, S6K1 a 

tout d’abord été identifiée comme une kinase de la protéine ribosomale S6 

(rpS6). Toutefois, la fonction principale de la phosphorylation de rpS6 par 

S6K1 est encore méconnue. D’autres cibles de la kinase S6 sont SKAR, eIF4B 

et eEF2K. Grâce à toutes ces cibles en aval, S6K influence donc 

considérablement le niveau de synthèse protéique dans les cellules (53). 

 

Forkhead box protein M1 (FoxM1) 

FoxM1 est un membre de la famille de facteurs de transcription Forkhead. La 

protéine FoxM1 existe en trois différentes isoformes : FoxM1b et FoXM1c, qui 

sont tous deux transcriptionnellement actifs, et FoxM1a, qui est 

transcriptionnellement inactif. Initialement, FoxM1 a été décrit comme un 

facteur de transcription exclusivement spécifique à la prolifération chez les 

mammifères (54). Ainsi FoxM1 est exprimé dans les cellules en prolifération, 

mais est exclu des cellules en différenciation terminale ou en phase de 

quiescence. Les niveaux protéiques et de l’ARN messager de FoxM1, 

augmentent lorsque la cellule entre dans sa phase S du cycle cellulaire et 

continuent à être élevés pendant la phase G2 et M (55). Plus le cycle cellulaire 

progresse, plus l’activité transcriptionnelle de FoxM1 augmente dépendamment 

de sa phosphorylation par Cyclin B et Cdk1. Par la suite, FoxM1 est 
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hyperphosphorylé par de multiples protéines kinases et atteint son activité 

maximale à la phase G2/M (56). 

Lors de la transition de la phase G2/M et pendant la mitose, FoxM1 est 

essentielle pour l’expression de cyclines et de protéines kinases, comme Aurora 

B, Polo-like kinase-1. (57). 

Ainsi, FoxM1 semble être impliqué dans nombreux types cellulaires et apparait 

être un gène indispensable pour la régulation de la transcription du cycle 

cellulaire des cellules β (Figure 8). Le groupe de Gannon et coll. a démontré à 

l’aide d’un modèle murin avec inactivatrice de FoxM1 spécifiquement dans le 

pancréas que FoxM1 est indispensable pour la prolifération cellulaire chez 

l’adulte, le maintien de la masse cellulaire et l’augmentation de la masse 

cellulaire en réponse à une pancréatectomie partielle et durant la grossesse (58). 
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Figure 8. Modèle de transactivation et mécanisme de prolifération dans la 
cellule β. Modèle de transactivation par les RCPG en réponse à un facteur 
intrinsèque. Suite à ce stimulus, Pro-HB-EGF sera clivé par une 
métalloprotéase. La forme active, HB-EGF se lie au récepteur à l’EGF, qui 
active la cascade de signalisation AKT/mTOR/FoxM1. Enfin, lorsque FoxM1 
est phosphorylé, celui-ci contrôle le cycle cellulaire et, par conséquent, il y a 
augmentation de la prolifération cellulaire (Ref: Isma B.). 
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Chapitre 5 – Mise en contexte de la thèse 

Problématique 

Le diabète de type 2 résulte d’une insuffisance de sécrétion d’insuline par les 

cellules β-pancréatiques des îlots de Langerhans et d’une résistance des tissus 

périphériques à l’action de l’insuline. Au cours de l’évolution de la maladie, une 

diminution de la sécrétion d’insuline se produit, résultant notamment 

d’anomalies du métabolisme lipidique. Une exposition prolongée des cellules β-

pancréatiques à des concentrations élevées de glucose et d’acides gras, appelée 

glucolipotoxicité, induit un dysfonctionnement des cellules β-pancréatiques, se 

traduisant par une diminution de la sécrétion d’insuline et de l’expression du 

gène de l’insuline (59). Dans notre laboratoire, nous avons établi un modèle in 

vivo de rats Wistar de six mois perfusés simultanément pendant 72 heures avec 

du glucose (12 mmol/l) et de l’intralipide (1 mmol/l). Nous avons observé ainsi 

dans ce modèle une diminution de la fonction de la cellule β associée à une 

augmentation de la prolifération et de la masse de ces cellules, qui cependant 

reste insuffisante pour compenser la résistance à l’insuline. Dans ce même 

modèle de rats perfusés, nous avons identifié, par analyse transcriptomique dans 

les îlots de Langerhans, l’augmentation de facteurs sécrétés tels que le facteur 

de croissance HB-EGF (heparin binding EGF-like growth factor). Ainsi, dans 

cette étude, nous voulons étudier le lien qu’aurait ce facteur de croissance avec 

la prolifération de la cellule β. 
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Hypothèse et objectif du mémoire 
Ainsi, avec l’augmentation de la résistance à l’insuline et des facteurs circulants 

dans les rats de six mois perfusés, nous avons émis l’hypothèse que le facteur 

de croissance HB-EGF, par son activation par des métalloprotéinases, activerait 

le récepteur de l’EGF et des voies de signalisation subséquentes impliquées 

dans la prolifération de la cellule β.  

 

Objectif : L’objectif de ce projet de recherche est d’évaluer la capacité d’HB-

EGF à promouvoir la prolifération des cellules β-pancréatiques par l’activation 

des voies de signalisation telles les voies de AKT, de ERK1/2 et de mTOR. 

 

Publications 

Les travaux de recherche de ce mémoire ont mené à la rédaction d’un article de 

recherche original : 

Zarrouki B, Benterki I, Fontés G, Peyot M-L, Seda O, Prentki M and Poitout 

V. Epidermal Growth Factor Receptor Signaling Promotes Pancreatic β-Cell 

Proliferation in Response to Nutrient Excess in Rats through mTOR and 

FOXM1. Diabetes Vol. 63, 2014; 982-993 

Ce mémoire a également mené à la publication de deux articles à titre de 

deuxième auteure : 
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1. Amyot J, Benterki I, Fontés G, Hagman D, Ferdaoussi M, Teodoro T, 

Volchuk A, Joly E and Poitout V. Binding of Activating Transcription Factor 6 

to the A5/Core of the Rat Insulin II Gene Promoter does not Mediate its 

Transcriptional Repression. J Mol Endocrinol, 2011. 47(3): p. 273-283. 

2. Fontes G, Benterki I, Zarrouki B, Berthiaume Y, Poitout V. 

The ∆F508 Mutation in the Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance 

Regulator.is Associated with Progressive Insulin Resistance and Decreased 

Functional Beta-Cell Mass in Mice. En révision dans le journal Diabetes sous 

conditions. 
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ABSTRACT 

 

The cellular and molecular mechanisms underpinning the compensatory 

increase in β-cell mass in response to insulin resistance are essentially 

unknown. We previously reported that a 72-h co-infusion of glucose and 

Intralipid (GLU+IL) induces insulin resistance and a marked increase in β-cell 

proliferation in 6-mo-old but not in 2-mo-old Wistar rats. The aim of the present 

study was to identify the mechanisms underlying nutrient-induced β- cell 

proliferation in this model. A transcriptomic analysis identified a central role for 

the forkhead transcription factor FOXM1 and its targets, and for heparin 

binding EGF-like growth factor (HB-EGF), a ligand of the EGF receptor 

(EGFR), in nutrient-induced β- cell proliferation. Phosphorylation of ribosomal 

S6 kinase, an mTOR target, was increased in islets from GLU+IL-infused 6-

mo-old rats. HB-EGF induced proliferation of insulin-secreting MIN6 cells and 

isolated rat islets, and this effect was blocked in MIN6 cells by the EGFR 

inhibitor AG1478 or the mTOR inhibitor rapamycin. Co-infusion of either 

AG1478 or rapamycin blocked the increase in FOXM1 signaling, β-cell 

proliferation, and β-cell mass and size in response to GLU+IL infusion in 6-mo-

old rats. We conclude that chronic nutrient excess promotes β-cell mass 

expansion via a pathway that involves EGFR signaling, mTOR activation, and 

FOXM1-mediated cell proliferation. 
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Introduction 

Type 2 diabetes occurs when the pancreatic β-cell is unable to compensate for 

the increase in insulin demand due to insulin resistance in peripheral tissues. 

The compensatory response of the β-cell to insulin resistance occurs via two 

mechanisms: enhanced insulin secretion and increased β-cell mass. In obese 

humans, insulin secretion is considerably enhanced to maintain normoglycemia 

(1). In addition, investigations in human cadaveric pancreata have shown that β-

cell mass is increased in obese non- diabetic compared to lean individuals, but 

decreased in obese individuals with impaired fasting glucose and type 2 diabetic 

patients (2). These observations suggest that alterations of the anatomical 

compensation of the β-cell to obesity may contribute to the onset of type 2 

diabetes. 

In rodents, β-cell mass expansion is primarily driven by replication of existing 

cells (3) and is dynamically regulated in response to insulin resistance induced 

by obesity, high-fat feeding or gestation (4). The molecular mechanisms 

underlying β-cell compensation to insulin resistance are essentially unknown; 

however, experimental evidence points to the importance of inter-organ 

crosstalk between insulin-resistant peripheral tissues and the β- cell. For 

instance, altered insulin signaling in the liver triggers a large increase in β-cell 

proliferation (5; 6), and circulating factors likely play a role in β-cell adaptation 

to insulin resistance (7). Importantly, a recent study showed that human islets 



41 

 

 

transplanted into mice subjected to an obesogenic diet undergo a compensatory 

increase in mass through enhanced proliferation (8). 

We have established an in vivo model of chronic nutrient excess in rats, in 

which a 72-h co-infusion of glucose and Intralipid (GLU+IL) triggers a marked 

increase in β-cell mass and proliferation at 6 mo. but not at 2 mo. of age, despite 

similar levels of hyperglycemia, hyperlipidemia and hyperinsulinemia (9). We 

surmised that the β-cell proliferative response in this model is driven by insulin 

resistance in response to nutrient excess, which only occurs in 6-mo-old rats. 

This model provides a unique opportunity to identify the molecular mechanisms 

underlying nutrient-induced β-cell proliferation. The aims of this study were 

therefore 1- to characterize the changes in the islet transcriptome in response to 

the GLU+IL infusion in 6-mo-old rats; and 2- to identify the molecular 

mechanisms governing the adaptive increase in β-cell proliferation in response 

to nutrient excess. 

 

RESEARCH DESIGN AND METHODS 

Reagents and solutions 

RPMI-1640 and FBS were from Invitrogen (Burlington, ON). Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium (DMEM) was from Wisent (Saint Bruno, QC). 

AG1478 and Rapamycin were from LC Laboratories (Woburn, MA, USA). 

Recombinant Heparin-Binding EGF- like Growth Factor (HB-EGF) was from 
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R&D systems (Minneapolis, MN, USA). CRM197 was from Sigma Aldrich 

(Saint Louis, MO, USA). 

Animal infusions and drug treatments 

All procedures were approved by the Institutional Committee for the Protection 

of Animals at the Centre Hospitalier de l’Université de Montréal. Infusions 

were performed as previously described (9). Male Wistar rats weighing 250-300 

g (~ 2-mo-old) and 500- 

600 g (~ 6-mo-old) (Charles River, St.-Constant, QC) were housed under 

controlled temperature on a 12-h light-dark cycle with unrestricted access to 

water and standard laboratory chow. The animals were randomized into two 

groups, receiving either 0.9% saline (Baxter, Mississauga, ON) (SAL) or 70% 

dextrose (McKesson Canada Corp, Montreal, QC) plus 20% Intralipid 

(Fresenius Kabi, Sweden; a soybean oil emulsion which generates a mixture of 

approximately 80% unsaturated / 20% saturated fatty acids when co-infused 

with heparin (10)) with 20 U/ml heparin (Sandoz Canada, Boucherville, QC) 

(GLU+IL). Infusions were performed using Harvard infusion pumps (Pump 33; 

Harvard Apparatus) independently operating two syringes simultaneously. 

During the infusions, all animals had unrestricted access to food and water. For 

drug administration, AG1478 or rapamycin were dissolved in N, N-

dimethylacetamide (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) to a concentration 

of 50 mg/mL and then diluted in propylene glycol to generate a 2 mg/mL stock 

solution. Daily, the stock solution was diluted to the working concentration in 
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1.2% Tween 80 / 27% polyethylene glycol 400 (Sigma Aldrich, Saint Louis, 

MO, USA) and injected intravenously at a dose of 0.5 mg/kg/d. The control 

group was injected with the same volume of vehicle. 

Cell culture 

MIN6 cells (passage 25–30) were cultured as previously described (11). Cells 

were seeded in six-well plates at a density of 500,000 cells/well. The following 

day, the cells were cultured in complete medium with increasing concentrations 

of HB-EGF in the absence or presence of inhibitors for an additional 24 h. For 

cell counting, cells were fixed with 10% formaldehyde, nuclei were stained by 

Hoechst reagent (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA), and ten images per 

well were taken randomly. Cell numbers were determined using ImageJ 

software (NIH). 

 

Rat islet proliferation 

Isolated rat islets were dispersed and plated in 96-well plates coated with HTB-

9 cell extracellular matrix as described (12). Dispersed rat islets were treated for 

72h in absence or presence of 100 ng/mL HBEGF in complete islet media. The 

media was changed every 24 hours. At the end of treatment, cells were fixed 

and stained for the β-cell marker pancreas-duodenum homeobox-1 (PDX-1) and 

the proliferative marker Ki67 as described 

(13). Proliferation was calculated as percentage of double-positive Ki67+ / 

PDX-1+ cells over total PDX-1+ population. 
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Human islets 

The use of human islets was approved by the Institutional Ethics Committee of 

the Centre Hospitalier de l’Université de Montréal. Isolated islets from non-

diabetic human cadaveric donors were provided by the Clinical Islet Laboratory 

at the University of Alberta and the Integrated Islet Distribution Program (IIDP) 

sponsored by the National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney 

Diseases (NIDDK) and the Juvenile Diabetes Research Foundation 

International (JDRFI). 

 

Transcriptomic profiling and qRT-PCR validation 

Rat islets were isolated by collagenase digestion and dextran density gradient 

centrifugation as described previously (14). Total RNA was extracted from 150 

islets with TRIzol® reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA) and purified with 

RNeasy MinElute cleanup kit (Qiagen, Valencia, CA) following the 

manufacturer’s protocol. Microarray analysis was performed on total RNA 

using the GeneChip® Rat Gene 1.0 ST microarrays (5 arrays per group, 

Affymetrix, Santa Clara, CA). One hundred ng of total RNA was processed 

using the Ambion® WT Expression Kit (Invitrogen). The resulting fragmented 

and labeled single-stranded cDNA was processed according to Affymetrix 

protocol. Partek Genomics Suite (Partek, St. Louis, Missouri) was used for data 

analysis. The data were normalized by Robust Multichip Average (RMA) 

algorithm, which uses background adjustment, quantile normalization and 
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summarization. After correction of statistical significance for multiple 

comparisons using false discovery rate (FDR, p < 

0.01), the transcripts significantly and differentially expressed by more than 

20% between the GLU+IL and control group were processed for gene set 

enrichment analyses using Ingenuity Pathways Analysis (application build 

192063, content build 14400082; Ingenuity Systems, Inc., Redwood City, CA). 

Selected genes were validated by qRT-PCR as previously described (9). All 

qRT-PCR results were normalized to cyclophilin A mRNA levels. Primer 

sequences are described in Suppl. Table 1. 

 

Analytical measurements 

Plasma glucose and free fatty-acid (FFA) levels were measured using Wako kits 

(Wako Chemical, Osaka, Japan). Insulin and glucagon were measured by 

ELISA (Alpco, Windham, NH, USA). 

 

Immunostaining of pancreatic sections 

Pancreata were trimmed of fat, weighed, fixed for 3-4 hours in 4% 

paraformaldehyde, and cryoprotected overnight in 30% sucrose. Pancreata were 

then embedded in OCT (TissueTek) and 8 µm sections were obtained by 

cryosection (Leica). Antigen retrieval was performed using sodium citrate 

buffer. Primary antibodies and dilutions are listed in Suppl. Table 2. Secondary 

antibodies were from Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA, 
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USA). Images were taken with a fluorescence microscope (Zeiss, Thornwood, 

NY). Beta-cell mass and size were determined as previously described (9; 

15). To assess ß-cell proliferation, insulin+ and double-positive insulin+ / 

Ki67+ cells were counted manually for at least 2,000 ß-cells per animal. 

 

Immunoblotting 

Twenty µg of proteins from cells or islets were extracted and resolved by SDS-

PAGE as described (11). Primary antibodies are listed in Suppl. Table 2. 

Signals were detected using a horseradish peroxidase–labeled IgG (BioRad, 

Richmond, CA) and enhanced chemiluminescence (ECL; PerkinElmer Las 

Canada, Woodbridge, ON) on Kodak BioMax XAR films (Kodak, Rochester, 

NY). The bands were quantified by densitometry and Image J software (NIH). 

 

Expression of data and statistics 

Data are expressed as mean ± SEM. Statistical analyses were performed using 

Student’s t-test or ANOVA followed by two-by-two comparisons using 

Bonferroni post-hoc adjustments, as appropriate using GraphPad Instat 

(GraphPad Software). P < 0.05 was considered significant. 
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RESULTS 

 

Infusion of glucose + Intralipid induces insulin resistance in 6-mo-old 

Wistar rats. 

In response to the 72-h GLU+IL infusion, circulating blood glucose and FFA 

raised to similar levels in 2-mo-old and 6-mo-old animals (n=4; NS; Fig 

1A&B). Insulin levels also increased in response to the GLU+IL infusion but 

were not different between the two age groups (n=4, NS; Fig 1C). Consistent 

with our previous observation in this model (9), significantly less glucose was 

required to maintain the same level of glycemia in 6-mo- old vs. 2-mo-old rats, 

suggestive of insulin resistance (p<0.001; n=11-18; Fig 1D). Circulating 

glucagon levels decreased to the same extent in response to the GLU+IL 

infusion in both age groups (Fig 1E). Expression of Ki67, a marker of cell 

proliferation, was strongly induced in response to the GLU+IL infusion in 6-

mo-old rats only (Fig 1F). This is also in accordance with the previously 

observed increase in ß-cell mass and number of Ki67-positive β-cells in this 

model (9). 

 

Transcriptional profiling of GLU+IL-infused 6-mo-old rat islets identifies a 

transcriptional network involved in cell-cycle progression 

To gain insight into the molecular mechanisms involved in the regulation of 

pancreatic β- cell proliferation in response to nutrient-induced insulin 
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resistance, we performed a microarray-based transcriptomic analysis of the 

islets of 6-mo-old rats. Six-mo-old Wistar rats were infused with either SAL or 

GLU+IL for 72 h and islets were isolated from 5 animals in each group 

matched for body weight at the end of the infusion. As shown in Fig. 2A, with a 

false discovery rate < 0.01, approximately 3,000 genes were significantly 

modulated by the GLU+IL infusion. Overall, half of the genes was up- 

regulated and half was down-regulated. When the cut-off was set to a 2-fold 

difference between the SAL group and the GLU+IL group, 300 genes were 

significantly up- regulated, whereas only 30 genes were down-regulated by 

GLU+IL infusion. Within the 300 up-regulated genes, a group of genes 

expressed at low levels in the SAL group were strongly up-regulated in the 

GLU+IL group (lower left corner of the graph in Fig. 2A). Gene set enrichment 

analysis performed using Ingenuity Pathway Analysis software revealed that 

these genes were, for the most part, related to cell-cycle progression and mitosis 

(Fig. 2B). A more detailed analysis revealed that within this group, most of the 

direct downstream targets of the forkhead transcription factor FOXM1, a key 

regulator of the G2/M cell cycle transition, were up-regulated by the GLU+IL 

infusion (Fig. 2C). Interestingly, expression of the forkhead transcription factor 

FOXO3a, a repressor of FOXM1 (16; 17), was decreased upon GLU+IL 

infusion (Fig. 2C). In addition, expression of the gene encoding HB-EGF, a 

potential autocrine/paracrine growth factor inducing β-cell proliferation ((18) 

and Fig. 2C), was also up-regulated in the GLU+IL group. These changes in 
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expression were validated by qRT-PCR analysis. First, we verified that 

expression of the proliferation marker Ki67 was enhanced in the GLU+IL group 

to the same extend as shown in Fig. 1 (data not shown). Second, we confirmed 

that expression of FOXO3a was repressed by the GLU+IL infusion (Fig. 3A), 

while that of HB-EGF, FOXM1, and the direct targets of FOXM1 Aurora 

kinase B (AURKB) and Polo-like kinase 1 (PLK1) was markedly induced (Fig. 

3B-E). FOXM1 protein levels were also significantly increased in the GLU+IL 

group (Fig. 3F). In accordance with the role of HB-EGF as a trophic factor, its 

expression in individual samples was positively correlated with that of Ki67, 

FOXM1, AURKB and PLK1; and negatively correlated with FOXO3a (data not 

shown). Expression of all these genes remained unchanged in the islet of 2-mo-

old rats upon GLU+IL infusion (Fig. 3A-E). To confirm that this transcriptional 

network is activated in a more chronic model of nutrient excess, we measured 

expression of these genes in islets from C57Bl/6 mice fed a high-fat diet for 8 

weeks and stratified in two groups according to body weight gain: Low-Diet 

Responders (LDR) and High-Diet Responders (HDR) (19). Expression of 

FOXM1, AURKB, and PLK1 was significantly increased in islets from HDR 

mice, albeit to a lesser extent than in infused rats (Suppl. Fig. 1). 

 

HB-EGF promotes ß-cell proliferation through EGFR and mTOR 

To determine the mitogenic potential of HB-EGF in β-cells, we evaluated its 

ability to stimulate proliferation of MIN6 cells and dispersed rat islets. 
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Exogenous HB-EGF dose- dependently increased MIN6 cell proliferation after 

a 24h treatment (Fig. 4A), and this effect was also observed in dispersed rat 

islets (Fig. 4B). This was associated with a time- dependent phosphorylation of 

S6 ribosomal kinase (S6R), a downstream target of mTOR, in both MIN6 cells 

(Fig. 4C) and human islets (Fig. 4D). The phosphorylation of S6R by HB-EGF 

in human islets was abolished in the presence of the PI3 kinase inhibitor 

LY294002 (Fig. 4E-F). The ability of HB-EGF to enhance proliferation of 

MIN6 cells was similar to that of betacellulin, an EGFR ligand that has been 

reported to promote β- cell replication both in vitro and in vivo (20; 21) (Fig. 

4G). Induction of MIN6 cell proliferation in response to HB-EGF was 

completely blocked in the presence of the EGFR inhibitor AG1478 or the 

mTOR inhibitor rapamycin (Fig. 4G and Suppl. Fig. 2), as well as in the 

presence of CRM197, a diphtheria toxin mutant that binds to and neutralizes 

HB-EGF (Fig. 4H). 

 

Inhibition of EGFR signaling and mTOR inhibits ß-cell mass expansion, ß-

cell proliferation, and prevents up-regulation of FOXM1 and its targets in 

islets from GLU+IL-infused 6-mo-old rats. 

To ascertain the implication of the mTOR pathway in GLU+IL-induced β-cell 

proliferation, we examined S6R phosphorylation in pancreatic sections from 6-

mo-old GLU+IL-infused rats. As shown in Fig. 5, phosphorylation of S6R was 

strongly increased in islets from GLU+IL-infused rats (Fig. 5B), concomitant 
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with a marked increase in the number of cells staining positive for Ki67 (Fig. 

5A). 

To test the importance of the EGFR and mTOR in β-cell proliferation in 

response to GLU+IL, we treated another group of 6-mo-old rats with AG1478 

or rapamycin during the SAL or GLU+IL infusion. In GLU+IL-infused 

animals, blood glucose and FFA levels were maintained at a similar level 

irrespective of the drug treatment (Table 1). The glucose infusion rate was not 

affected by AG1478 but was significantly reduced in the animals treated with 

rapamycin (Table 1), consistent with the known effect of this drug on insulin 

resistance (22; 23). In accordance with our previous report in this model (9), β- 

cell mass was markedly increased in GLU+IL-infused 6-mo-old rats (Fig. 6A). 

This was also associated with a significant increase in β-cell size (Fig. 6B). 

Remarkably, treatment of the rats with either AG1478 or rapamycin completely 

prevented both β-cell hyperplasia (Fig. 6A) and hypertrophy (Fig. 6B). 

Consistent with the data shown in Fig. 5, the number of KI67+ β cells was 

markedly increased in islets from GLU+IL-infused animals (Fig. 7A-B). This 

was associated with increased nuclear staining of FOXM1 (Fig. 7C) and 

AURKB (Fig. 7D). Importantly, the increase in Ki67, FOXM1 and AURKB 

was totally abolished upon treatment of GLU+IL-infused rats with AG1478 or 

rapamycin (Fig. 7A-D). Finally, both AG1478 and rapamycin prevented the 

decrease in FOXO3a and the increase in FOXM1, AURKB, and Ki67 mRNA 

expression in islets from GLU+IL-infused rats (Fig. 7E). 
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DISCUSSION 

This study was aimed to characterize the changes in the islet transcriptome in 

response to nutrient excess and to identify the molecular mechanisms governing 

the adaptive increase in β-cell proliferation in response to nutrients. Our results 

show that a 72-h combined infusion of GLU+IL in 6-mo-old rats activates a 

signaling cascade that leads to the induction of FOXM1 and its downstream 

targets and is dependent upon EGFR signaling and mTOR activation (Fig. 7F). 

A potential role of HB-EGF as a mitogenic signal acting through the EGFR and 

mTOR is supported by both its increased expression in islets from GLU+IL-

infused 6-mo-old rats and its ability to activate mTOR and enhance 

proliferation in MIN6 cells and dispersed rat islets. Importantly, HB-EGF also 

activates the mTOR pathway in human islets in a PI3 kinase-dependent manner. 

 

In addition to a large increase in insulin secretion, the pancreatic β-cell response 

to physiological (e.g. pregnancy) or pathological (e.g. obesity) conditions of 

insulin resistance involves an expansion of β-cell mass which results, at least in 

part, from replication of existing β cells (3). This compensatory response is 

crucial to maintain normoglycemia in the face of insulin resistance and thereby 

prevents the development of type 2 diabetes (24), but its underlying 

mechanisms are poorly understood. We previously reported that a 72-h infusion 

of GLU+IL in 6-mo-old Wistar rats induces insulin resistance, β-cell 

dysfunction, and a marked increase in β-cell proliferation and mass (9). None of 
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these abnormalities occurred in 2-mo-old animals. Since circulating levels of 

glucose, FFA, and insulin were similar in 2- and 6-mo-old animals during the 

infusion, we reasoned that the increase in β-cell mass likely occurs in response 

to the insulin resistance that only develops in 6-mo-old animals in response to 

the GLU+IL infusion. In the present study, we confirmed that GLU+IL 

infusions in 6-mo-old rats led to a marked increase in the expression of the 

proliferation marker Ki67 (Figs. 1 and 7E) as well as Ki67+ β-cells (Figs. 5A 

and 7A-B), resulting in β-cell hyperplasia and hypertrophy (Fig. 6). Our results 

may appear in contradiction with a recent study in which glucose-induced β-cell 

proliferation in mice was inhibited by co-infusion with lipids (25). However, 

besides possible species-related differences, the age of the animals and the lipid 

emulsion (Lyposin, vs. Intralipid in our study) were different, and the levels of 

circulating glucose and insulin much lower in the study of Pascoe et al (25). 

The question arises as to which signals are driving β-cell proliferation in 

response to the GLU+IL infusion in 6-mo-old rats. In this regard, a recent study 

clearly demonstrated that circulating factors produced by the liver in insulin 

resistant states can induce β-cell proliferation of not only rodent but also human 

islets (26). Our results are consistent with this possibility, although we have not 

measured liver insulin sensitivity in our model. The implication of neural 

signals has also been reported (27). Glucose itself is a potent inducer of β-cell 

proliferation in rodents (25; 28-30), but marked β-cell proliferation can occur 

under normoglycemia, for instance in liver-specific insulin receptor knock-out 
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mice (6). Since a common feature of all these models is high circulating levels 

of insulin, it is conceivable that insulin is the β-cell mitogen. However, 

hyperinsulinemia is likely a permissive factor for β-cell proliferation (6) but is 

insufficient by itself ((25) and Fig. 1). Here we have identified a key role for 

EGFR signaling and a potential involvement of its autocrine/paracrine ligand 

HB-EGF. Indeed, blocking EGFR signaling prevented the increase in β-cell 

proliferation both in response to HB-EGF in MIN6 cells (Fig. 4G) and in 

response to the GLU+IL infusion in 6-mo-old rats (Fig. 7). Consistent with our 

results, a cell surface proteomic analysis revealed that EGFR is amongst the 

most highly expressed cell surface kinase receptors in the β-cell (31). EGFR is 

important for pancreatic β-cell development and postnatal growth (32), and is 

required for β-cell compensation to high-fat diet and pregnancy in mice (33). 

Betacellulin, an autocrine/paracrine ligand of the EGFR, is a potent inducer of 

β-cell proliferation both in vivo and in vitro (20; 21; 34; 35). In addition, over-

expression of HB-EGF in adult mice pancreas promotes β-cell proliferation and 

conversion of ductal cells to insulin-producing cells (18). Downstream of the 

EGFR, we showed that β-cell proliferation is associated with and dependent 

upon activation of the mTOR pathway both in vitro (Fig. 4) and in vivo (Figs. 

5&7). Our findings are in accordance with the known role of the mTOR 

pathway in β-cell proliferation in rodent models (36-39) and establish, to our 

knowledge for the first time in β-cells, a link between the EGFR and mTOR. 
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Transcription profiling of islets of 6-mo-old infused rats revealed a central role 

of the forkhead transcription factor FOXM1 in mediating the mitotic 

progression of the β-cell in response to GLU+IL infusion (Figs. 2&3). 

Importantly, a similar pattern was observed in high-fat fed mice, a more chronic 

and milder model of nutrient-induced β-cell proliferation (Suppl. Fig. 1). This is 

in accordance with the reported role of FOXM1 in adult β-cell replication in 

response to pancreatectomy (40), pregnancy (41) and obesity (42). The 

intracellular mechanisms leading to FOXM1 activation remained unknown. In 

this regard, we have identified a possible reciprocal relationship between 

FOXM1 and the forkhead transcription factor FOXO3a, where FOXO3a might 

be acting as an upstream repressor of FOXM1 (Fig. 2 & 3). In rat 

cardiomyocytes, expression of FOXM1 is negatively correlated with that of 

FOXO3a (16), and induction of FOXO3a inhibits proliferation through 

repression of FOXM1 (17). 

We acknowledge that there are limitations to the model used in this study. First, 

the relatively short duration of nutrient excess imposed here is clearly different 

from the natural history of nutrient-induced insulin resistance in human obesity, 

which occurs over several decades. Second, important differences exist between 

rodents and human islets regarding the control and mechanisms of β-cell 

proliferation (43). These limitations notwithstanding, our findings identify a 

signaling cascade leading to the activation of the FOXM1 transcription factor 

through activation of the EGFR/mTOR pathway, and a possible role of the 
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autocrine/paracrine growth factor HB-EGF. These findings might provide new 

therapeutic approaches to enhance β-cell mass in insulin resistant states and 

thereby prevent or delay the occurrence of type 2 diabetes. Further 

investigations are underway to identify the circulating factors activating the 

EGFR/mTOR/FOXM1 pathway in this model. 
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Supplementary Figures and tables: 

Supplementary Figure 1: FOXM1 signaling is induced in mouse islets after 8 

w of high fat feeding. Mice were separated in two groups according to body 

weight gain induced by the high-fat diet: Low- and High-Diet Responders 

(LDR and HDR (1)) and compared to normal-diet (ND) fed mice. At the end of 

the 8 weeks of diet, islets were isolated and gene expression was assessed by 

qRT-PCR. Expression levels were normalized by cyclophilin A. Data are mean 

± SEM of 8 animals in each group. ***P <0.001. 

Supplementary Figure 2: AG1478 dose dependently inhibits HB-EGF-

induced β-cell proliferation in MIN6 cells. MIN6 cell proliferation was 

measured by counting nuclei after 24h-treatment with HB-EGF with or without 

AG1478 (3-300 nmol/l). Data are expressed as mean ± SEM of 4 replicate 

experiments. *P < 0.05; ***P < 0.001. 

References: 

1. Peyot, M.L., Pepin, E., Lamontagne, J., Latour, M.G., Zarrouki, B., Lussier, 

R., Pineda, M., Jetton, T.L., Madiraju, S.R., Joly, E., et coll. 2010. Beta-cell 

failure in diet induced obese mice stratified according to body weight gain: 

secretory dysfunction and altered islet lipid metabolism without steatosis or 

reduced beta-cell mass. Diabetes 59:2178-2187. 
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Contributions aux résultats 

En tant que deuxième auteure de l’article présenté ci-dessus, j’ai contribué aux 

expériences in vitro, in vivo et ex vivo. En effet, toutes les données 

expérimentales sur les cellules MIN6 et les îlots pancréatiques animaux et 

humains ont été générées par moi. De plus, plusieurs expériences non publiées 

ont été effectuées afin d’élucider le mécanisme par lequel HB-EGF induit la 

prolifération de la cellule β pancréatique (Figure 9). Enfin, le développement 

de méthode de criblage à haut débit afin d’analyser la prolifération et 

réplications des cellules β--pancréatiques humaines a été effectué lors des 

derniers mois de mes études (Figure 10). 

 

Rappel des résultats 

Dans cet article publié dans le journal Diabetes, nous avons tout d’abord 

démontré que les rats de Wistar âgés de six mois avaient une tendance à 

développer une résistance à l’insuline en réponse à la perfusion de glucose et 

d’intralipide après 72 heures en comparaison avec les rats âgés de deux mois 

soumis aux mêmes conditions. De plus, le marqueur de prolifération cellulaire 

Ki67 augmente chez les rats âgés de six mois en concordance avec 

l’augmentation de la masse de la cellule β. Après avoir obtenu ces résultats et 

afin d’en savoir plus sur la cause potentielle de la prolifération des cellules β, 

nous avons effectué des analyses transcriptomique basées sur les îlots de rats 

âgés de six mois perfusés avec du glucose et de l’intralipide. Ces analyses ont 

révélé une augmentation de facteur de transcription FoxM1, facteur essentiel à 

la régulation du cycle cellulaire. De plus, ces mêmes analyses démontrent 

l’augmentation du gène codant pour HB-EGF, facteur de croissance connu pour 
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induire la prolifération de la cellule β. Afin de confirmer les résultats 

précédents, des analyses au niveau messager par qRT-PCR et au niveau 

protéique par immunobuvardage de type western ont été effectuées. Ces 

analyses démontrent une augmentation de l’expression de Ki67, FoxM1, HB-

EGF et des cibles directes de FOXM1, Aurora kinase B et PLK1. L’expression 

de ces derniers facteurs est aussi augmentée dans les îlots de modèles murins 

nourris avec une diète riche en gras, confirmant ainsi que ces résultats sont aussi 

reproductibles dans d’autres modèles. Aussi, nous avons aussi démontré que 

HB-EGF pouvait induire la prolifération des cellules β-pancréatiques de souris. 

Cette prolifération est associée à l’activation de mTOR dans ces mêmes cellules 

et dans les îlots provenant de patients humains décédés. Nous avons aussi 

démontré que l’inhibition de HB-EGF et de mTOR par des inhibiteurs 

spécifiques à chacun pouvait arrêter la prolifération des cellules β. Afin de 

vérifier si l’activation de HB-EGF passe par mTOR, nous avons utilisé des 

inhibiteurs de la voie d’AKT (LY294002). Ainsi, par des expériences 

d’immunohistochimie, il a été démontré que la cible en aval de mTOR, S6R, est 

augmentée dans les îlots de rats âgés de six mois perfusés avec du glucose et de 

l’intralipide, pareillement au marqueur de prolifération, Ki67. Enfin, afin de 

mesurer l’importance du récepteur à l’EGF et de la voie de mTOR dans les 

cellules β, des rats perfusés avec du glucose et de l’intralipide ont aussi été 

traités avec les inhibiteurs spécifiques à ces derniers. Le traitement avec les 
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deux inhibiteurs a prévenu l’augmentation de l’expression des facteurs FoxM1, 

AURKB, PLK1 et Ki67.  

Interprétation des résultats 

À la suite des recherches effectuées par notre laboratoire sur l’adaptation des 

cellules β en réponse à un excès de nutriments, nous avons voulu démontrer les 

causes qui conduisent à l’augmentation de l’expression des facteurs FoxM1, 

AURKB, PLK1 et Ki67(60). Ainsi, dans le but d’identifier le mécanisme 

moléculaire qui conduit à l’augmentation de la prolifération de la cellule β en 

réponse à un excès aux nutriments, nous avons utilisé le modèle de rats perfusés 

pendant 72 heures avec du glucose et de l’intralipide. Les résultats générés lors 

de cette étude ont bien démontré que, dans notre modèle, il y a activation des 

cascades de signalisation qui mènent à l’activation de FoxM1 et de ses cibles en 

aval. Ces effets dépendant du récepteur à l’EGF et de l’activation de mTOR. De 

plus, nous avons aussi démontré que le facteur de croissance HB-EGF est 

impliqué dans l’activation de cette voie dans le modèle in vitro et ex vivo. De 

plus, il est connu qu’en réponse à des conditions physiologiques et 

pathologiques, la masse des cellules β et la sécrétion d’insuline augmentent. 

(61). Ainsi, comme nous l’avons décrit dans le chapitre sur la compensation de 

la cellule β, afin de prévenir le développement du diabète de type 2, la 

compensation de la cellule β est indispensable au maintien d’un équilibre 

glycémique en cas de résistance à l’insuline (4). 
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Dans un modèle de rats adultes perfusés avec du glucose pendant 96 heures, le 

groupe de Bonne-Weir et coll. (62) a démontré la présence d’une augmentation 

de la masse des cellules β de plus de 50 % en comparaison avec le groupe 

perfusé avec de la saline. Par contre, le groupe de Garcia-Ocaña A et coll. (63) a 

aussi démontré que, dans le modèle de souris perfusées avec du glucose pendant 

96 heures, aucune augmentation de la réplication des cellules β et aucun 

changement au niveau de la masse ne sont observables. De plus, ce même 

groupe a démontré que la prolifération des cellules β semble être inhibée dans 

leur modèle de souris perfusées avec du glucose et des lipides (64), ce qui est 

contradictoire avec les résultats de notre étude. Nous pouvons donc affirmer que 

les résultats varient vraisemblablement selon le modèle expérimental et le type 

de traitement utilisés. Ainsi, selon les résultats générés dans notre étude, il 

semble que le modèle de rats perfusés que nous avons utilisé est le plus 

rationnel dans l’étude de la masse et de la prolifération de la cellule β. 

 

De plus, à l’aide de ce modèle, il nous a aussi été permis de démontrer quel 

mécanisme régit la compensation de la cellule β. Bien qu’il ait été suggéré que 

la présence d’un facteur circulant pouvait induire la prolifération des cellules β 

dans le modèle de rongeur et d’humain (32), nous avons démontré avec notre 

modèle la présence d’un facteur qui cause l’augmentation de cette prolifération. 

Tel qu’il a été mentionné dans le chapitre sur HB-EGF, notre étude a démontré 

qu’un ligand autocrine/paracrine du récepteur à l’EGF peut induire la 
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prolifération dans les cellules Min6 dans les îlots de rats de six mois perfusés et 

dans les îlots humains. Par contre, il n’a jamais été démontré sur nos modèles 

utilisés que HB-EGF peut induire la prolifération de la cellule β-pancréatique in 

vivo et ex vivo, ni les mécanismes par lesquels cela pouvait se produire. Or, il a 

été démontré que la surexpression de HB-EGF dans les pancréas murins 

augmente la prolifération (42) et que la signalisation du récepteur EGF est 

indispensable pour l’augmentation de la masse de la cellule β-pancréatique en 

réponse à une diète riche en gras ou durant la gestation (74). Enfin, le profil 

transcriptomique des îlots de rats âgés de six mois perfusés a démontré un rôle 

primordial du facteur de transcription FoxM1 dans les cellules β. Nos résultats 

sont en concordance avec ceux trouvés dans la littérature dans un modèle de 

cellule β adulte (58) (73). Toutefois, bien que nous ayons démontré que FoxM1 

et ses cibles étaient augmentés en réponse à un excès de nutriments et inhibés 

lorsqu’en présence des inhibiteurs de mTOR et EGFR, nous n’avons pas pu 

démontrer le mécanisme intrinsèque à cette activation et l’inhibition qui en 

découle. Cela demeure encore inconnu. En somme, d’autres travaux et 

recherches sont nécessaires pour élucider cette question.  

 

Forces et limites de l’étude 

Seulement quelques études ont été capables de rapporter des résultats suggérant 

le mécanisme de la compensation de la cellule β en excès aux nutriments (65) 

(66) (67) (68). Or, dans notre étude nous avons non seulement démontré par 
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quel mécanisme la cellule β pouvait compenser un excès de nutriments, mais 

nous l’avons aussi démontré dans les modèles in vivo chez les rats perfusés, in 

vitro dans les cellules β-pancréatiques de souris MIN6 et ex vivo dans les îlots 

humains. Les résultats reproductibles et confirmés dans le modèle humain sont 

sans aucun doute une force de l’étude. Néanmoins, nous sommes bien 

conscients que bien des différences existent entre les modèles utilisés. Tout en 

ayant une voie d’action différente, chacun représente un modèle unique (figure 

6). Toutefois, malgré ces différences, ces modèles nous ont permis de mettre en 

place des pièces manquantes du puzzle dans le mécanisme menant à la 

compensation de la cellule β. De plus, au point de vue expérimental, la 

prolifération des cellules β in vitro a été effectuée sur des cellules MIN6, des 

cellules β-pancréatiques primaires sécrétrices d’insuline de culture de tumeur 

insulinémique de pancréas. En effet, en plus de se répliquer très facilement, 

elles forment des agrégats lors de leur prolifération (69) (70). Ces deux 

caractéristiques des MIN6 nous ont donc porté préjudice lors des analyses des 

résultats de prolifération. En effet, la technique par coloration de Hoechst ne 

nous permettait pas de compter les cellules dans les agrégats étant donné leur 

prolifération rapide et leur nombre très élevé. Néanmoins, après maints essais, 

nous sommes parvenu à établir une meilleure dilution lors de la préparation des 

cellules en présence de doses croissantes de HB-EGF, ce qui a permis de ne pas 

avoir trop d’agrégats et de pouvoir bien différencier les cellules lors de leur 

prolifération et le taux rapide de croissances des cellules. Aussi, les MIN6 n’ont 
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pas été la seule difficulté rencontrée lors des manipulations. En effet, les îlots 

humains provenant d’individus décédés, servant à mesurer la phosphorylation 

de S6K en réponse à HB-EGF, ont été particulièrement difficiles à traiter. En 

raison du fonctionnement pour la distribution des îlots, les îlots fraichement 

reçus des universités d’Alberta et des États-Unis étaient soit très souvent dans 

des milieux où ils avaient été digérés par des particules exocrines, soit en 

nombre insuffisant pour pouvoir effectuer des expériences complètes ou soit 

altérés à leurs reproductibilités. (Tous les laboratoires qui nécessitent des îlots 

sont inscrits sur une liste d’attente; lorsque des îlots sont disponibles, le premier 

laboratoire à répondre à l’appel les reçoit). Malgré toutes ces difficultés, nous 

sommes tout de même parvenu à obtenir des résultats concluants et 

reproductibles. Enfin, lors des expériences d’immunohistochimie, nous avons 

aussi rencontré des difficultés de reproductibilité et des difficultés techniques au 

moment de la coupe des sections de pancréas et de leur coloration. 

Perspectives 

À ce jour, les chercheurs n’ont pas réussi à trouver la cure qui contribuerait à la 

guérison du diabète de type 2. Néanmoins, il existe des traitements secondaires 

qui permettent de normaliser la glycémie des patients diabétiques. En effet, les 

traitements existant présentement sur le marché visent plutôt à améliorer la 

sensibilité des récepteurs à l’insuline afin de capter le glucose excédentaire dans 

le sang. Parmi ces nombreux traitements, nous pouvons compter les analogues 

de GLP-1 (Glucagon-like peptide-1), hormone incrétine libérée par les cellules 
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L qui possède un fort impact dans le contrôle de la glycémie. De plus, parmi les 

traitements commerciaux disponibles, nous pouvons nommer la Metformine, 

qui est la pierre angulaire du traitement chez la grande majorité des diabétiques 

de type 2. Son action permet de diminuer la résistance à l'insuline, ce qui aide 

l'organisme à utiliser plus efficacement le glucose, et ce, sans risque 

d’hypoglycémie.  

Récemment, des interventions précoces à l’aide de l'insulinothérapie auprès des 

patients souffrant de DT2 nouvellement diagnostiqués (75), en combinaison à 

des traitements anti-inflammatoire utilisant un antagoniste de IL-1β (76) et des 

agonistes des récepteurs GLP-1 (77) ont démontré que la dysfonction des 

cellules β peut être inversée temporairement. Toutefois, la durabilité de ces 

effets après le retrait de la thérapie reste laborieuse. À ce jour, ces traitements 

n’ont été évalués que dans le cas de diabète déjà établi et la science ignore 

encore si ces traitements peuvent modifier la progression naturelle de l'échec de 

la compensation des cellules β plus tôt dans la progression de la maladie. 

Comme nous avons pu le démontrer lors des recherches qui font le sujet de ce 

mémoire, les symptômes du DT2 peuvent aussi résulter du défaut de la 

compensation de la cellule bêta-pancréatique. Rappelons que le DT2 se 

développe en réponse à la suralimentation et au manque d’activité physique. Au 

fil du temps, la compensation des îlots des cellules β pour la résistance à 

l’insuline échoue, entrainant par conséquent une baisse progressive de la 
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fonction des cellules β. Une hyperglycémie s’ensuit avec la dysfonction et la 

défaillance des cellules β.  

Les résultats présentés démontrent que des nouveaux mécanismes seraient aussi 

responsables du développement du DT2. Néanmoins, la thérapie présente sur le 

marché ne cible pas ces mécanismes précis. À ce jour, les recherches qui visent 

ces cibles spécifiquement sont encore au stade du modèle animal. Dans le futur, 

il serait envisageable de combiner, en plus des thérapies courantes, des 

traitements irréversibles qui ciblent la réplication et la prolifération des cellules 

β et qui, de plus, seraient administrés dès l’apparition des symptômes 

prédiabétiques (78). 

Travaux futurs 

En vue de perspectives de recherches à plus long terme, il serait important 

d’examiner les effets de l’inhibition du facteur de croissance HB-EGF sur les 

différentes voies de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire des 

cellules β-pancréatiques. À cette fin, nous aurons recours à des méthodes 

d’interférence à l’ARN (ARNi de HB-EGF) et des inhibiteurs spécifiques ex 

vivo tels que CRM197. Des inhibiteurs de métallo protéinase tels que BB94 

seront aussi utilisés pour empêcher l’activation de HB-EGF.  

Des études (71) sur les souris en gestation ont démontré une augmentation de 

l’enzyme THP1 (Tryptophan hydroxylase), l’enzyme limitante à la biosynthèse 

de la sérotonine. Ces études ont aussi démontré qu’une diminution de la 

compensation de la masse de la cellule β-pancréatique est possible en inhibant 
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la biosynthèse de la sérotonine chez ces souris. Puisque dans nos résultats de 

microarray effectués au laboratoire dans les îlots de rats de six mois perfusés 

avec du glucose et de l’intralipide nous avons observé une augmentation de 

l’enzyme TPH1, nous utiliserons des inhibiteurs de la sérotonine telle la 

Ketanserin pour observer les effets sur les différentes voies de signalisation 

impliquées dans la prolifération des cellules β-pancréatiques (figure 9).  

Au cours de ma dernière année d’étude, nous avons développé une technique de 

criblage pour mesurer la prolifération des cellules β des îlots des rats et des 

humains. Sous certaines conditions, cette technique nous permet ex vivo de 

démontrer si les cellules β-pancréatiques peuvent proliférer. Cela est effectué à 

l’aide d’un marquage immunohistochimique de Ki67 et PDX-1 en calculant le 

ratio de cellules marquées Ki67+PDX-1/PDX-1 (72) (figure10). 
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Figure 9.Perspectives et travaux entamés au laboratoire. (Ref : Isma 

B.)  

Figure 10. Technique de criblage à haut débit. Prolifération des cellules β-
pancréatiques provenant d’îlots humains dans une condition contrôle à haut 
glucose (16.7G). Le ratio (Ki67 (marqueur de prolifération) + PDX-1 (cellule β) 
/PDX-1) est calculé sur des images capturées aléatoirement au microscope après 
immunohistochimie. (Ref : Isma B.) 



84 

 

 

Conclusion 

 

Collectivement, les travaux présentés dans ce mémoire ont permis d’identifier 

de nouveaux mécanismes moléculaires impliqués dans la compensation des 

cellules β-pancréatiques en réponse à un excès de nutriments. En effet, cette 

réponse est le phénomène qui se manifeste plusieurs décennies avant le 

développement du diabète de type 2 chez l’humain. D’une part, l’identification 

du facteur HB-EGF comme facteur important dans l’activation des voies 

menant à l’augmentation de la prolifération des cellules β contribue à la 

compréhension des mécanismes physiopathologiques de la cellule β-

pancréatique dans le DT2. D’autre part, l’identification du rôle de mTOR et 

FoxM1 dans l’augmentation de la prolifération cellulaire permet de proposer de 

nouvelles hypothèses mécanistiques qui serviront à ajouter les pièces 

manquantes à la signalisation complexe menant à la réponse compensatoire de 

la cellule β. Ces recherches peuvent donc être utilisées comme de nouvelles 

approches thérapeutiques. Un jour, elles pourraient améliorer la compensation 

de la masse de la cellule β dans un état de résistance à l’insuline pour prévenir 

ou ralentir le développement du DT2. Bien que le DT2 soit causé par différents 

facteurs, par exemple la prédisposition génétique et les causes 

environnementales, des interventions thérapeutiques orientées sur le mode de 

vie représentent tout de même une solution pour réduire de plus de moitié les 

cas de DT2 au Canada. 
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