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Résumé

Mots-clés : Diabete sucré, GPR120, GPR40, ilots de Langerhans, cellules delta, cellules béta,
cellules alpha, FFAR4, FFAR1

Le diabéte de type 2 (DT2) résulte de I'incapacité des cellules B sécrétrices d’insuline a compenser
la résistance a l'insuline qui s’installe chez les patients obéses. Un traitement potentiel viserait
donc a augmenter la sécrétion d’insuline. Dans ce sens, les récepteurs aux acides gras GPR120 et
GPR40 potentialisent la sécrétion d’insuline. Cependant, la signalisation GPR120 dans les flots est
méconnue. L'activation de GPR120 diminue la sécrétion de somatostatine (SST), un inhibiteur de
la sécrétion d’insuline, par les cellules &. Ces deux récepteurs régulent 'homéostasie du glucose
et sont donc possiblement complémentaires. Nos objectifs étaient d’étudier la signalisation
GPR120 dans les Tlots pancréatiques, ainsi que la complémentarité des récepteurs GPR120 et
GPR40 dans le contréle de ’homéostasie glucidique. A I'aide d’flots isolés de souris n’exprimant
pas GPR120, constitutivement ou uniquement dans les cellules &, nous avons étudié le réle de
GPR120 dans les sécrétions d’insuline, glucagon et de SST. Nous avons ensuite étudié des souris
n’exprimant pas GPR40, GPR120 ou les deux, sous une diéte riche en gras pendant 12 semaines
pour étudier la complémentarité des deux récepteurs. L’activation de GPR120 diminue la
sécrétion de SST et stimule les sécrétions d’insuline et de glucagon dans les flots isolés. Cet effet
est aboli par la délétion de GPR120 dans les cellules 6 in vitro, et la double délétion de GPR120 et
GPR40 ne révéele pas d’action complémentaire dans I’homéostasie glucidique. Ces résultats
suggerent que la signalisation GPR120 dans les cellules 6 est responsable de I'amélioration de la
fonction des ilots. Une meilleure compréhension du réle joué par GPR120 dans la fonction des
flots et I’'homéostasie du glucose est cruciale et pourrait permettre le développement de

nouvelles options thérapeutiques dans le traitement du diabéete.



Abstract

In obese patients, type 2 diabetes stems from the failure of the insulin-secreting beta cells to
compensate for insulin resistance. Increasing insulin secretion is therefore a viable treatment
strategy. In this regard, G protein-coupled receptors (GPCR) are proven therapeutic targets.
Activation of the GPCR for long-chain saturated and unsaturated fatty acid GPR40 and GPR120
increase insulin secretion in response to glucose. However, exactly how GPR120 potentiates
insulin secretion is unknown. GPR120 and GPR40 both regulate glucose homeostasis and
therefore could act in a complementary manner. We aimed to decipher GPR120 signalling in the
pancreatic islets and study the complementary roles of GPR120 and GPR40 in maintaining glucose
homeostasis. To this aim, we first measured insulin, glucagon and somatostatin secretion
following GPR120 activation in isolated islets from mice with a global or somatostatin-cell-specific
knock-out of GPR120. Then we studied glucose metabolism in mice with global deletion of
GPR120, GPR40 or both, under a high fat diet for 12 weeks. We observed increased insulin and
glucagon secretions mirrored by a decreased in somatostatin release following GPR120 activation
in isolated islets, an effect abolished by a global or 6-specific deletion of GPR120. A double
deletion of GPR120 and GPR40 did not have more impact on glucose metabolism or beta-cell
function compared to a simple deletion of either receptor. A better understanding of the GPR120

role in islet function is crucial and could lead to the discovery of new therapeutic options.

Keywords: GPR120, GPR40, Pancreatic islet, Type 2 diabetes, somatostatin-secreting cells, Beta
cells, alpha cells, FFAR4, FFAR1
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Chapitre 1 — Etat des connaissances

1.1 Le pancréas endocrine, régulateur de la glycémie

1.1.1 Les ilots de Langerhans

Le glucose est la source principale d’énergie des cellules. Il est donc essentiel qu’une quantité
suffisante de glucose soit disponible dans le sang pour permettre le bon fonctionnement des
différents organes. Le cerveau, composé de milliards de neurones, est dépendant du glucose en
circulation (la glycémie), utilisant environ 20 % de I'énergie totale dérivée du glucose par
I'organisme (1) . Sans glucose, les neurotransmetteurs, messagers entre les cellules neurales, ne
sont plus produits et la communication ne s’effectue plus. Ainsi, différents mécanismes
redondants permettent d’augmenter la quantité de glucose dans le sang: le glucagon (2),
I’hormone de croissance (3), le cortisol (4) ainsi que I"adrénaline (5). A 'opposé, une trop grande
quantité de glucose est aussi dommageable. Lorsqu’elles sont exposées a des concentrations
élevées de glucose, les cellules peuvent réduire le transport de glucose vers le cytoplasme.
Néanmoins, certaines cellules, comme les cellules endothéliales de la rétine (6), les cellules
mésangiales des glomérules rénaux (7) et les neurones des nerfs périphériques (8), ne peuvent
pas diminuer I'influx de glucose assez rapidement. Ceci va causer un état d’hyperglycémie dans
les cellules, et entrainer des complications visuelles, rénales ainsi que neuronales. La glycémie est
donc finement contrélée et maintenue dans un intervalle de 72 et 180 mg/dL, soit 4,0 et 10,0 mM
chez ’lhumain (9). L'euglycémie est I’état dans lequel les concentrations de glucose dans le sang
sont normales Une seule hormone diminue le glucose en circulation : l'insuline. L’insuline
augmente la capture et I'utilisation du glucose par les organes, ainsi que son stockage sous forme
de lipides par les adipocytes, en plus d’inhiber la glycolyse et la gluconéogenese (10). Elle est
sécrétée par les ilots de Langerhans, des micro-organes endocrines situés dans le pancréas, plus
précisément par les cellules B. Les différentes cellules endocrines des ilots forment un réseau
régulant leur fonction : les cellules a productrices de glucagon, les cellules & productrices de la
SST, les cellules productrices du peptide pancréatique (PP) et les cellules € produisant la ghréline.

Chez la souris, les cellules a et 6 forment un manteau autour d’un noyau de cellules B. Dans cette



conformation, les contacts homologues entre les cellules o du manteau et B du cceur sont
favorisés (11). Cette organisation permet le couplage électrique des cellules B et une réponse
synchronisée a une élévation du glucose sanguin (12). Chez cette espeéce, le pancréas endocrine
est irrigué par des capillaires qui forment une structure autour de I'llot, le courant sanguin passant
des cellules non B vers le noyau des cellules B (13). Chez I’humain, on observe une distribution a
priori aléatoire des cellules endocrines, et une réponse synchronisée de groupements de cellules
B (14, 15). D’autres modeles d’organisations ont été proposés : les cellules endocrines pourraient
former une structure tri-lamellaire, composée de 2 étages de cellules a entourant une couche de
cellules B, le tout formant un flot en forme de U ou de O. Dans ce modele, les cellules a sont
concentrées le long de la vasculature qui irrigue I'flot. Cette organisation permettrait un contact

entre les différents types cellulaires avec un continuum entre les cellules 8 (16).

Blood vessels

Humans

Notable characteristics

¢ 50-75% [-cells

* 26-35% o-cells

* 10% S-cells

* <1% other cells

+ Variable compaosition and
architecture by islet size

|+ &-cells have no distinct morphology

* Sparsely innervated

Mice

Notable characteristics
* 60—B0% [i-cells

* 15-20% a-cells
*<10% d-cells

* <1% other cells

* Peripheral layer of o-and f-cells
* [i-cell core

» &-cells have long projections
* Ample autonomic innervation

D P-cell n c-cell |:| B-cell D g- and PP cells I:‘ Autonomic innervation

Figure 1. - Comparaison de I'architecture des flots de Langerhans de souris et d’humains. Extrait

de Noguchi et al. (17)
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1.1.2 Les cellules endocrines de I'ilot de Langerhans

1.1.2.1 La cellule [ sécrétrice d’insuline
Les cellules B, chez I’humain, représentent 50 % des cellules des ilots (18), comparativement a 60-
80 % chez la souris (19). Le role des cellules B est de produire l'insuline pour maintenir

I'euglycémie.

1.1.2.1.1 L’insuline et son récepteur
L'insuline est formée a partir de son précurseur, la pro-insuline. La molécule de pro-insuline
commence a son extrémité N-terminale par la chaine B, se termine par la chaine A, et les deux
segments sont reliés par une chaine de 23 acides aminés. Dans les granules de sécrétion, la
proinsuline est convertie en insuline et peptide-C par I'action de deux pro-hormones convertases
(PC), PC1/3 (20) et PC2 (21). En réponse au glucose, la sécrétion d’insuline est biphasique.
Rapidement, les vésicules présentes proches de la membrane vont étre recrutées, fusionner avec
la membrane et sécréter leur contenu. Dans un second temps, des vésicules vont devoir étre
recrutées et étre acheminées a la membrane (22). Le récepteur a insuline (RI) est un tétramere
composé de 2 sous-unités a extramembranaires et de 2 sous-unités B transmembranaires. |l est
présent sous deux isoformes différentiées par la présence (RI-A) et I'absence (RI-B) de 12 acides
aminés a la partie C-terminale de la sous-unité a du récepteur, résultat de I'épissage alternatif de
la séquence codée par I’exon 11. L'isoforme A est exprimé de facon prédominante dans le cerveau
et a une plus grande affinité que le B pour le facteur de croissance similaire a I'insuline (IGF)-1 et
2 ainsi que l'insuline (23, 24). RI-B est I'isoforme la plus abondante dans les muscles, le foie et le
tissu adipeux. Suite a la liaison de son ligand, les tyrosines kinases du Rl vont s’activer, entrainant
I"'autophosphorylation du Rl et de ces protéines substrats (IRS). Ceci va permettre la liaison de la
protéine kinase PIsK qui synthétise le phosphatidylinositol (3, 4, 5) - triphosphate (PIP3) a la
membrane plasmique. Celui-ci mobilise la kinase dépendante du phosphoinositide (PDK) qui va
directement phosphoryler le résidu thréonine 308 de la protéine kinase B (AKT). AKT, une fois
activée, va phosphoryler de nombreux substrats, notamment le facteur de transcription Foxol,
la protéine TSC2 activatrice de mTORC1 et la glycogene synthase kinase 3B (25). Ces effecteurs

sont responsables de I'action de I'insuline sur I'entrée et I'utilisation du glucose par les cellules
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ainsi que la synthése des lipides, des protéines et du glycogéne. Le Rl est exprimé par la quasi-
totalité des cellules de mammiferes, mais I’effet sur le métabolisme passe principalement par les
muscles, ou l'insuline stimule la capture de glucose et la synthése de protéines (26) tout en
inhibant le catabolisme des protéines (27). Dans les tissus adipeux, I'insuline stimule la capture
d’acides gras par les adipocytes et le stockage sous forme de triglycérides, tout en inhibant la
lipolyse (28) ; dans le foie, I'insuline stimule le stockage de glucose sous forme de glycogene, tout

en inhibant la production de glucose par glycogénolyse, que ce soit chez I'humain ou le chien (29-

31).
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Figure 2. — Les voies de signalisation de Pinsuline. A la suite de la liaison de I'insuline sur son

récepteur (Rl), la tyrosine kinase de ce dernier cause son autophosphorylation, ainsi que la
phosphorylation de la protéine substrat de I'IR (IRS). Les sites phosphotyrosines sur I'IRS vont
permettre la liaison avec la protéine kinase PI3K, qui synthétise le PIP3 a la membrane. Ceci
recrute la kinase dépendante du phosphoinositide (PDK), qui phosphoryle I’AKT. Ce dernier
va, par la suite, phosphoryler plusieurs substrats : le facteur de transcription Foxol, la
protéine de la sclérose tubéreuse (TSC2), qui permet I'activation de mTORC1 et sa cible, la
protéine ribosomale kinase S6 (S6K) et I’élément régulateur de stérol se liant a la protéine 1c
(SREBP1c), la kinase de la glycogeéne synthase 3B (GSK3B). Ces protéines effectrices régulent
I’effet de l'insuline sur la production de glucose, son utilisation ainsi que la synthése de

glycogene, protéines et lipides. Extrait de Haeusler et al. (25)
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1.1.2.1.2 Le peptide C
Le peptide C est un des produits du clivage de la pro-insuline composé de 31 acides aminés,
sécrété en quantité équimolaire a l'insuline (32). Contrairement a l'insuline, il est sans effets
physiologique. Le peptide C, avec une demi-vie de 20 a 30 minutes, est dégradé plus lentement
qgue l'insuline et permet une mesure plus précise de la réponse des cellules B. Sa mesure dans le
sang est donc utilisée pour évaluer la fonction des cellules B. En effet le peptide C est métabolisé

a un taux constant par les reins, tandis que la clairance de I'insuline par le foie varie (33).

1.1.2.1.3 L’urocortine-3
L'urocortine-3 (Ucn3) est un peptide exprimé exclusivement par les cellules B du pancréas chez la
souris, et par les cellules a et 6 chez I’humain (34). L’Ucn3 est co-sécrétée avec I'insuline et est un
ligand pour le récepteur a hormones libérant la corticotropine, le Crhr2. La liaison au récepteur
va entrainer une augmentation de la sécrétion de somatostatine (SST) par les §, contrebalancant

ainsi la sécrétion d’insuline et de glucagon (35).

1.1.2.2 La cellule o sécrétrice de glucagon
Les cellules a sécréetent le glucagon, hormone hyperglycémiante qui contrebalance et s’oppose a
I'action hypoglycémiante de linsuline. Elles comptent pour 15-20 % des cellules des ilots chez

I’humain, comparativement a 25-35 % chez la souris (12, 36).

Le gene GCG encode le précurseur du glucagon, le proglucagon. Cette protéine est exprimée
principalement dans les cellules a du pancréas et les cellules entéroendocrines L de I'intestin.
Dans le pancréas, la maturation du proglucagon va se faire suite au clivage par PC2 pour former
le glucagon (37). Dans les intestins et le cerveau, le proglucagon est clivé en GLP-1 et GLP-2 par
PC1 (38). Le récepteur du glucagon est un récepteur a 7 domaines transmembranaires couplé a
une protéine G (RCPG); il est abondamment exprimé dans le foie, mais aussi dans les reins, les
glandes surrénales, le tractus intestinal et les flots pancréatiques (39). Le récepteur est
principalement couplé aux protéines Ggs. L'activation de Ggs va stimuler I'adénylate cyclase et
augmenter les niveaux d’AMPc dans le cytoplasme, activant ainsi une protéine kinase A (PKA).
PKA migre par la suite vers le noyau et phosphoryle des facteurs de transcription comme la

protéine de liaison d’éléments-AMP cyclique répondant (CREB). Cette derniére promeut la
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transcription de geénes ciblés. Le glucagon stimule principalement la glycogénolyse et la
gluconéogenese dans le foie (40), en plus d’augmenter I'oxydation des acides gras (41). Dans les
flots, les cellules B expriment le récepteur a glucagon et son activation stimule la sécrétion
d’insuline (42). Cette communication entre cellules a et § est importante : sa disparition diminue

la sécrétion d’insuline stimulé par le glucose (SISG) in vivo (43).
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Figure 3. — Les voies de signalisation du glucagon dans les hépatocytes. L’activation du récepteur va
activer une sous-unité Gqs, augmentant ainsi la quantité d’AMPc et activant une protéine
kinase A (PKA). Cette derniére peut alors désactiver la glycogéne synthase, inhibant la
synthése de glycogene, et stimuler la glycogénolyse en activant la phosphorylase kinase.
L'inhibition de la pyruvate kinase et 'activation paralléle de la fructose biphosphatase inhibe
la glycolyse, et stimule la gluconéogeneése. Les fleches rouges indiquent une inhibition par le
récepteur du glucagon tandis que les fleches noires indiquent une stimulation. Extrait de

Janah et al. (44)
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1.1.2.3 La cellule 6 sécrétrice de SST
Les cellules 6 comptent pour 5 a 10 % des cellules des flots de Langerhans (12). Dans les flots, les
cellules & inhibent simultanément la sécrétion d’insuline par les cellules B et de glucagon par les
cellules a, synchronisant ainsi les sécrétions d’hormones par les flots. Bien que peu nombreuses,
ces cellules régulent efficacement la fonction des cellules a et B, possiblement par un couplage
électrique par des jonctions serrées (45) et des filipodes partant des cellules §, et contactant

directement les cellules B et a (46).

La SST est présente sous deux formes : la SST 14 et la SST 28. Les deux sont dérivées de la prépro-
SST. Cette derniere est clivée en pro-SST puis finalement en SST 28, isoforme dominant dans le
tube digestif, ou en SST 14 dans les cellules & des flots ainsi que I’hypothalamus. Les deux
isoformes ont une demi-vie courte dans la circulation, inférieure a 2 min, ce qui suggere
fortement une action paracrine (47). Il existe 5 sous-classes de récepteurs pour la SST. Tous sont
des RCPG. La SST-14 se lie avec une plus grande affinité aux récepteurs 1 a 4, tandis que SST-28
est plus sélectif pour le récepteur 5 chez ’humain (48). Dans les ilots pancréatiques, les cellules a
expriment principalement SSTR2 et SSTR3 chez I'humain et la souris. Chez ces derniéres, une
délétion de SSTR2 supprime I'effet inhibiteur de la SST sur la sécrétion de glucagon, tandis qu’une
délétion de SSTR5 est sans impact, suggérant que |'activation de SSTR2 est responsable de
I'inhibition de la sécrétion glucagon (49-51). Les cellules B expriment principalement SSTR5 et
SSTR3 chez les rongeurs et SSTR2, SSTR3, SSTR5 chez I’lhumain (52-54). Toutefois, le réle joué par
ces différents récepteurs est méconnu : I'absence chez la souris de SSTR2 n’a pas d’'impact sur la
SISG et I'utilisation d’un agoniste spécifique a ce récepteur est sans effet sur des Tlots isolés. La
délétion de SSTR5 abolit I'effet de la SST-28 mais pas celui de la SST-14 sur la sécrétion d’insuline
(49-51). Dans les cellules B de souris, le récepteur SSTR3 semble étre exprimé presque
exclusivement dans le cil primaire (55), une structure ubiquitaire des cellules de mammiferes.
Cette structure joue un role important dans la SISG et semble particulierement nécessaire a
I’action inhibitrice de la SST sur la sécrétion d’insuline (56). Dans des flots isolés d’humain, des
agonistes spécifiques de SSTR2 et SSTR3 sont plus efficaces pour inhiber la SISG que ceux pour

SSTR1, SSTR4 ou SSTR5 (54, 57). Ces résultats suggérent que SSTR3 jouent un role important dans
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le contréble de la sécrétion d’insuline par les cellules § chez la souris, comparativement a SSTR2 et
3 chez I’humain. Pour tous les sous-types de récepteurs, la liaison de la SST va inhiber I'activité de
I’adenylate cyclase, diminuant ainsi ’AMPc cytoplasmique. Cela va entrainer la fermeture des
canaux calciques dépendant du voltage (CCDV) et activer les canaux K* rectificateurs de courant
entrant activés par les protéines G (GIRK), résultant en une repolarisation de la membrane et

I'inhibition des potentiels d’action et de I’exocytose dépendante du Ca?* (58, 59).

a-cell

a-cell

VGCC

Figure 4. — La signalisation de la SST dans les ilots de Langerhans. (a) La SST libérée par les cellules &
active SSTR2 et SSTR3 dans les cellules B (1) et a (2) adjacentes. De plus, une boucle de
rétroaction négative fait que la cellule § inhibe sa propre activité par les récepteurs SSTR1 et
SSTR3 (3). (b) Dans les cellules a et B, I'activation des SSTR va 1) inhiber 'activité de I'adénylate
cyclase et diminuer I’AMPc cytoplasmique et I’exocytose des vésicules; 2) inhiber I'ouverture
des canaux Ca?* voltages dépendants; 3) inhiber les canaux GIRK, repolarisant ainsi la
membrane; et 4) inhiber directement I'exocytose, possiblement en activant la calcineurine.

Extrait de Rorsman et al. (60)
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1.1.2.4 Les cellules productrices du polypeptide pancréatique (PP)
Représentant une petite proportion des cellules du pancréas endocrine, elles sont principalement

concentrées dans une petite région a la téte du pancréas (61).

Petite protéine de 36 acides aminés, le PP est libéré a la suite d’un repas riche en protéines et en
gras (62). Le glucose stimule la libération de PP, qui est un inhibiteur de la sécrétion de glucagon,
en liant le récepteur PPYR1 exprimé par les cellules a des flots de souris et d’humains (63). Dans
des flots isolés humains, le PP augmente la sécrétion d’insuline en réponse au glucose et inhibe
la relache de SST en liant le récepteur PPYR1 des cellules 6 (64). Les connaissances sur le sujet
sont limitées, mais la libération de PP a la suite d’un repas, semble jouer un role dans la régulation

de la sécrétion d’hormones dans les flots.

1.1.2.5 Les cellules € sécrétrices de ghréline
Les cellules € sont les derniéres cellules endocrines des ilots a avoir été découvertes. La ghréline
est plus couramment reconnue pour étre ’lhormone de la faim, produite par I'estomac et qui
stimule I'appétit (65). Cette population de cellules est petite, comptant pour 1 % des cellules des

flots chez I'adulte (66).

La ghréline se retrouve sous forme acylée ou non-acylée. L’acylation est nécessaire pour lier le
récepteur GHS-R1a. Ce dernier est exprimé dans la plupart des cellules a et certaines cellules B
de rats. Le rble de la ghréline dans la régulation de la fonction des filots est complexe.
L'administration de ghréline diminue la quantité d’insuline dans le sang et augmente la glycémie
(67), possiblement en activant le récepteur a ghréline sur les cellules 6 (68). L’activation de GHS-
R, un RCPG, diminue la concentration d’AMPc dans la cellule B, supprimant ainsi I'influx de Ca?*
et la sécrétion d’insuline (69). Mais I'effet principal de la ghréline passe par |'activation de GHS-R
sur les cellules §, entrainant une augmentation du calcium intracellulaire et causant la relache de
SST qui va inhiber la sécrétion d’insuline (52, 68). De plus, la ghréline semble aussi stimuler la
prolifération et diminuer I'apoptose des cellules B, et jouerait éventuellement un réle important

dans la fonction des flots (70).
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Les flots sont des organes a I'architecture complexe, ou au moins 5 types différents de cellules
endocrines interagissent pour maintenir I'homéostasie du glucose. La composition de Iillot, la
répartition des cellules au sein de I'llot et méme la localisation de I'llot dans le pancréas sont
autant de facteurs qui influencent leur fonction. Etant donné sa vascularisation, le pancréas
endocrine est un senseur de I'état nutritionnel du corps et de nombreux facteurs modulent sa

fonction.
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Figure 5. — Les échanges entre les différents organes régulent le controle des flots pancréatiques
sur le métabolisme. Le tractus intestinal envoie des signaux qui se combinent avec ceux
envoyés par le systeme nerveux autonome pour moduler la sécrétion d’insuline et de
glucagon par les ilots. Les variations de glycémie sont percues par les cellules a, B et & qui, en

réponse, vont restaurer I'’homéostasie du glucose sanguin. Extrait de Noguchi et al. (17)
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1.2 Les nutriments régulent la fonction des ilots

1.2.1 Le glucose, principal modulateur de la fonction des flots

Le glucose est le principal déclencheur de la sécrétion d’hormones par les ilots. Les cellules B
pergoivent les variations de glucose dans leur environnement via des transporteurs du glucose
(GLUT1 chez I’'humain et GLUT2 chez la souris) et sécretent I'insuline lorsque la glycémie dépasse
5 mM chez ’lhomme et 7 mM chez la souris (71). Dans la cellule B, le glucose est phosphorylé par
la glucokinase, puis métabolisé, augmentant ainsi la quantité d’ATP dans la cellule et entrainant
la fermeture de canaux K*atp dépendant. S’en suivent une dépolarisation de la cellule et
I'ouverture des CCDV. L’influx de Ca?* dans la cellule entraine la fusion des vésicules contenant
I'insuline avec la membrane et méne a la sécrétion d’insuline (72). Cette chaine d’événements est
cyclique et résulte en une oscillation du potentiel de membrane, du Ca?* cytosolique et de la
sécrétion d’insuline en réponse au glucose. La présence de jonctions serrées GAP formées de
connexin36 entre les cellules B assure une réponse concertée (73). Le glucagon sécrété par les
cellules a est la principale hormone corrigeant une hypoglycémie. Les différentes cellules
endocrines du pancréas proviennent des mémes progéniteurs, il est donc attendu que la
machinerie interne des cellules a, B et 6 soient similaires (74). De fait, les cellules a expriment les
mémes canaux K*arp dépendants que les cellules B ou 6, et la sécrétion de glucagon dépend aussi
de I'ouverture des canaux CCDV similairement a celle d’insuline. Cependant, contrairement aux
cellules B, les cellules a sécrétent dans des conditions de bas glucose. En I'absence de glucose, les
niveaux d’ATP intracellulaires sont faibles, les canaux K*arp sont fermés, ce qui entraine
I’'ouverture des canaux CCDV de type L et P/Q, permet I'influx de Ca?* et cause la dépolarisation
des cellules permettant I'exocytose des vésicules contenant le glucagon. La cellule a est alors
électriqguement active. Le glucose, une fois dans la cellule, est métabolisé, ce qui augmente les
niveaux d’ATP dans la cellule, entrainant I'ouverture des canaux K*atp. Le potentiel membranaire
ne permettra plus I'ouverture des canaux CCDV de type P/Q et a sécrétion de glucagon cessera

(75). Il est suggéré que, dans des conditions de bas glucose, I'inhibition de la sécrétion de glucagon
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nécessite la SST, tandis que ce n’est plus le cas en haut glucose (76). Chez I’humain, la sécrétion
de SST partage des caractéristiques de la sécrétion d’insuline. Les cellules & expriment les
transporteurs a haute affinité GLUT1 et GLUT3. La glycolyse, par la glucokinase, augmente le ratio
ATP/ADP intracellulaire et entraine la fermeture des canaux K*arp dépendant, similairement aux
cellules B. La dépolarisation de la cellule est toujours requise, cependant, la relache de calcium
stimulé par le calcium joue un plus grand rdle dans la sécrétion de SST stimulé par le glucose
(SSSG) que dans la SISG. La sécrétion de SST par la cellule § commence a 3mM de glucose et
augmente en paralléle de la sécrétion d’insuline. Il a aussi été suggéré que les cellules B et 6

seraient couplées électriquement (77).

1.2.2 Les incrétines
Le terme incrétine illustre I'’effet des hormones gastro-intestinales responsables d’une sécrétion
d’insuline supérieure lorsque le glucose est administré par voie orale par rapport a la voie
parentérale (78). Les deux incrétines principales sont le GLP-1 et le polypeptide insulinotropique
dépendant du glucose (GIP), qui potentialisent I'effet du glucose sur la sécrétion d’hormones
pancréatiques. Le GIP est un peptide sécrété par les cellules K de la partie supérieure de I'intestin
(79) suite a un repas. Son administration stimule directement la sécrétion d’insuline par les
cellules B en réponse au glucose, en liant son récepteur spécifique, un RCPG, et stimulant la
synthése d’AMPc dans la cellule (80). GLP-1 est produit par les cellules L dans 'intestin inférieur
et le colon. Dans des flots isolés, il agit directement sur la sécrétion d’insuline par les cellules B en

se liant a son récepteur, le GLP-1R (81), un RCPG qui stimule aussi la synthése d’AMPc.

1.2.3 Les acides gras comme sécrétagogues
L’'insuline joue un réle central dans le métabolisme des lipides en inhibant la lipolyse, ainsi qu’en
stimulant I'entrée du glucose dans les adipocytes et son stockage sous forme d’acides gras puis
de triglycérides (82). Il est donc attendu que les cellules B soient sensibles aux acides gras en
circulation. Dans ce sens, il a été montré que certains acides gras ont un role direct sur la fonction
du pancréas endocrine en se liant a des récepteurs membranaires. Les RCPG ont été impliqués
dans différentes pathologies et représentent des cibles thérapeutiques intéressantes. De ces

RCPG, 4 sont activés par les acides gras et sont classés selon la longueur de la chaine de leurs
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ligands. Les acides gras a courtes chaines (moins de 6 carbones) activent GPR41 et GPR43, tandis
que GPR40 et GPR120 sont des récepteurs a acides gras a chaine longue (12 et plus carbones) et
moyenne (6-12 carbones). Les acides gras a courtes chaines sont le produit de la fermentation
des fibres alimentaires dans les intestins (83), contrairement aux acides gras a chalnes moyennes
et longues qui proviennent des triglycérides dérivés des graisses animales ou végétales (84). Ces
récepteurs sont impliqués dans I’homéostasie du glucose, en facilitant la sécrétion d’insuline et

d’incrétine ainsi qu’en ayant une action anti-inflammatoire (85).

1.2.3.1 GPR40/FFAR1
GPR40 est probablement le récepteur a acides gras le mieux caractérisé. Membre de la famille
des RCPG il lie les acides gras saturés et insaturés (86). Exprimé fortement dans les cellules B des
flots humains et murins, son role dans la régulation de la sécrétion d’insuline a été bien
caractérisée depuis sa découverte. Le récepteur GPR40 est couplé a une protéine Ggq, et a la suite
de la liaison avec son ligand, I'activation successive de Gq et de la PLC meéne a I'hydrolyse du
phosphatidylinositol 4,5 — biphosphate (PIP2) en diacylglycérol (DAG) et inositol triphosphate
(IP3). Par la suite, une protéine kinase C dépendante du DAG, PKD1, est responsable du
remodelage du cytosquelette et de la potentialisation de la seconde phase de sécrétion de
I'insuline (87). L'IP; déclenche une augmentation du Ca?*intracellulaire. Cette augmentation est
importante pour la potentialisation de la sécrétion d’insuline (88, 89). En plus d’étre couplé a une
protéine G, GPR40 signale via les protéines adaptatrices B-arrestine 1 et 2. En utilisant une
protéine GPR40 émettant de la bioluminescence a la suite de la fixation d’un ligand, et I'agoniste
biaisé en faveur de la signalisation B-arrestine TAK-875 (90), il a été démontré que la signalisation
GPR40 via la B-arrestine joue un role important dans la potentialisation de la sécrétion d’insuline
en réponse au glucose par les acides gras. L'activation aigué de GPR40 dans les cellules B stimule
la sécrétion d’insuline en réponse au glucose. Dans les cellules insulino-sécrétrices MING,
I’activation de GPR40 stimule la SISG (86) et 'laugmentation de Ca?* en réponse a I'oléate (un
agoniste de GPR40) des cellules B isolées de rats est fortement altérée si I'expression de GPR40
est diminuée (91). Ailleurs, GPR40 est exprimé par les cellules entéroendocrines L, K et |, ou son

activation stimule la sécrétion d’incrétines. Les cellules L et K sécretent respectivement le GLP-1
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et le GIP (92). GPR40 est aussi exprimé dans plusieurs régions du systéme nerveux, chez ’lhumain

et la souris, ou il a été impliqué dans I'appréciation du goQt des acides gras (93).
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Figure 6. — La voie de signalisation de GPR40 dans la cellule B. Les acides gras libres potentialisent
la sécrétion d’insuline via GPR40. L’activation de la protéine Gq méne a la dissociation de la
sous-unitée B/y. La sous-unité a, en activant PLC, clive le phosphatidylioninositol-4, 5-
biophosphate (PIP;) eninositol-1, 4, 5 — triphosphate (IP3) et diacylglycerol (DAG). DAG active
la protéine kinase C PKD1 qui va phosphoryler et activer des effecteurs impliqués dans le
remodelage des filaments d’actine. L’augmentation de Ca?* causée par I'IP; est importante

pour la potentialisation de la sécrétion d’insuline. Extrait de Mancini et al. (94)

1.2.3.2 GPR120/FFAR4
Le récepteur GPR120 est un membre de la famille A des RCPG. C’est un récepteur aux acides gras
saturés (avec des chaines de 14 a 18 carbones) et non-saturés (chaines de 16 a 22 carbones), plus
particulierement les w-3 comme l'acide a-linoléique (ALA) (95). Chez I'humain et la souris, en
étudiant I'expression par ARNm du gene, il a été montré que le récepteur est principalement
exprimé dans le tube digestif et les poumons (95). Dans le tube digestif, on le retrouve dans les
cellules entéroendocrines et la présence du récepteur a été confirmée dans les tissus adipeux,

par RT-PCR dans le gras sous-cutané, périrénal, mésentérique et épididymal (96). De plus, les
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macrophages des tissus adipeux au profil pro-inflammatoire expriment aussi abondamment
GPR120 (97). ll est intéressant de noter que contrairement a GPR40, GPR120 est exprimé dans les
récepteurs gustatifs, et joue un role dans le goQt envers certains acides gras comme I'ALA et
I'acide oléique (93). GPR120 est exprimé dans les ilots de Langerhans, mais dans quelles cellules ?
Ce n’est pas clair. La protéine semble principalement étre exprimée par les cellules 6 avec une
plus faible expression dans les cellules a (50 % des niveaux d’expression de la cellule §) et B (13 %).
En revanche, le marquage immunohistochimique réalisé par Stone, Dhayal et al. en utilisant des
souris sans GPR120, localise GPR120 uniquement dans les cellules & (68, 98). Le gene de GPR120
code pour une protéine de 1134 acides nucléiques qui produira 2 isoformes de la protéine par
épissage alternatif de I'exon 3. Une isoforme longue (GPR120-L) constituée de 377 acides aminés,
et la courte de 361 acides aminés (GPR120-S) (99). Bien que les séquences du géne soient

semblables a 85 % entre la souris et I’humain, seul ces derniers produisent I'isoforme longue.

La signalisation GPR120 passe principalement par le couplage avec une protéine Gg11 et
I"augmentation du calcium cytoplasmique. Il a d’abord été montré que I'activation de GPR120
dans des cellules HEK293 causait une augmentation dose-dépendante du calcium cytoplasmique
(95). L'étude de lignées cellulaires de cellules entéroendocrines, d’adipocytes et de macrophages
stimulées par des ligands naturels ou synthétiques de GPR120 a donné les mémes résultats (95,
97). D’autres mécanismes sont présents dans d’autres lignées cellulaires : GPR120 a été associé a
une protéine Gsdans la sécrétion de GLP-2 par les cellules L entéroendocrines ainsi que dans les
cils primaires de préadipocytes, et a Gio dans les cellules delta du pancréas de souris ainsi que les
cellules entéroendocrines productrices de ghréline (98, 100-102). Dans des adipocytes,
I'activation du récepteur, signalant par la voie Gg/11, PIsK et AKT ménent a la translocation de
GLUT4 a la membrane plasmique, augmentant I'influx de glucose dans la cellule. En paralléle de
I’augmentation du Ca?* cytoplasmique, GPR120 active aussi la voie de signalisation de la protéine
kinase activée par mitogéne (MAPK). L’augmentation de la phosphorylation des kinases régulées
par les signaux extracellulaires (ERK), suite a I'activation de GPR120 par son ligand, est observée
dans de nombreuses lignées cellulaires (97, 103). La phosphorylation des deux isoformes du
récepteur permet le recrutement de protéines adaptatrices, notamment la B-arrestine 2.

Classiquement, ce processus a pour conséquence l'internalisation et donc la désensibilisation du
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récepteur (104). Oh et al. ont cependant montré un réle anti-inflammatoire de GPR120 dans les
macrophages, par l'interaction avec la B-arrestine 2. Les facteurs pro-inflammatoires, entre
autres les lipopolysaccharides (LPS) et TNF-a lient a la membrane de la cellule les récepteurs de
type Toll-4 (TLR-4) et le récepteur de TNF-a. Ces liaisons vont mener a des interactions avec la
kinase activée par le facteur de croissance transformant B (TAK1) et la protéine liant la kinase
activée par le facteur de croissance transformant $ 1 (TAB1) pour activer les facteurs nucléaires
NF-KB et JNK, ce qui va démarrer la cascade pro-inflammatoire. GPR120 activé et lié a la B-

arrestine 2 est internalisé et lie TAB1, bloquant sa liaison avec TAK1 et I'inflammation (97).
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Figure 7.— Les mécanismes moléculaires associés a GPR120 et les fonctions physiologiques qui y

sont reliées. Activé par des acides gras a longues chaines (FFA), GPR120 est impliqué dans la
régulation de la sécrétion de peptides par les intestins, a un réle anti-inflammatoire, anti-
apoptotique, en plus d’étre impliqué dans I’lhoméostasie énergétique. Extrait de Mo et al.

(105)

La localisation cellulaire au sein des ilots de GPR120 est méconnue. D’abord, le GLP-1 produit par
les cellules entéroendocrines a la suite de I'activation du GPR120, stimule la sécrétion d’insuline
et la prolifération des cellules B (106, 107). Chez des souris n’exprimant pas GPR120, il y a une

altération de la sécrétion de glucagon par les cellules a en réponse aux acides gras (108). De
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concert avec GPR40, I'activation de GPR120 par des acides gras a longue chaine améliore la SISG
(109, 110). En utilisant un bi-agoniste pour GPR40 et GPR120, Metabolex-36, sur une lignée de
souris KO pour GPR40 et GPR120, il a été montré que I'activation de ce dernier dans les ilots
inhibait la sécrétion de SST en réponse au glucose. Pourtant, |'utilisation d’un agoniste endogene,
le DHA, n’a pas eu d’effets sur la sécrétion de SST, bien que le DHA ait potentialisé la sécrétion
d’insuline en activant GPR120 (98). Ces études montrent un role important de GPR120 dans la
régulation et la sécrétion d’hormones glucorégulatrices en réponse au glucose et aux acides gras.
Il reste toutefois a déterminer dans quelle mesure cette action est directe sur les cellules a, B et

6, ou secondaire a une diminution de la sécrétion de SST par la cellule 6.

35



1.3 Le diabete sucré, une pathologie des ilots pancréatiques

Le diabéte est caractérisé par une hyperglycémie chronique due a une altération de la fonction
des ilots et une résistance des tissus périphériques a I’action de I'insuline. Les conséquences pour
les individus atteints sont lourdes, avec une augmentation de la mortalité et de la morbidité. Cette
pathologie connait une progression fulgurante partout sur la planéte : plus de 400 millions de
personnes vivent avec la maladie aujourd’hui comparativement a 180 millions en 1980. La
prévalence de la maladie a doublé chez les hommes pendant cette période et augmenté de 60 %
pour les femmes, atteignant respectivement 10 % et 8.8 % de la population (111). Au Canada, un
diagnostic de diabéte peut étre posé sous plusieurs conditions : lorsqu’une glycémie a jeun de
plus de 7.0 mM est observée ; un pourcentage d’hémoglobine glyqué (A1C) supérieur a 6.5 % chez
I’adulte, une glycémie a 2h lors d’un test de tolérance a 75 g de glucose supérieur a 11.1 mM ou

une glycémie prise aléatoirement dépassant 11.1 mM (112).

La majorité des cas de diabétes peuvent étre classifiés en 2 catégories : le diabete de type 1 (DT1)
et le diabéte de type 2 (DT2). On reconnait aussi le diabéte gestationnel lorsqu’une intolérance
au glucose est observée durant la grossesse, et les formes monogéniques du diabete autrefois
désignées diabete non insulinodépendant chez les jeunes (MODY). Le DT1 regroupe les cas de
diabétes caractérisés par la destruction des cellules B, laquelle va entrainer un manque d’insuline.
L'atteinte peut étre auto-immune ou d’origine inconnue. Les DT2 englobent 90 % des cas de
diabetes, ils sont caractérisés par une combinaison de résistance a l'insuline (Rés.l) et une

altération de la fonction sécrétoire des flots.

1.3.1 Le diabéte de type |

De tous les individus atteints de diabetes, 10 a 15 % ont le DT1. C'est le diabete le plus
couramment diagnostiqué chez les enfants. On y fait méme référence sous le nom de diabéte
juvénile. C’est une maladie auto-immune chronique, durant laquelle on observe chez la majorité
des patients une diminution du nombre de cellules B. Nonobstant, un faible pourcentage des cas,
moins de 10 %, ne présentent pas de signes d’auto-immunité (113). La détection d’anticorps
contre l'insuline et les Tlots sont des indicateurs précoces du développement de la maladie (114).

Les facteurs génétiques sont importants. Le risque de développer la maladie est plus élevé chez



des personnes avec un proche atteint de la maladie : 6 % chez les enfants, 5 % chez les freres et
sceurs et 50 % chez les jumeaux monozygotes, comparativement a une prévalence de 0,4 % dans
la population (115). L’environnement joue une part importante dans le développement de la
maladie : une étude longitudinale sur des jumeaux monozygotes discordant pour le DT1 montre
gu’a 60 ans, 65 % des jumeaux originellement discordants ont recu un diagnostic de DT1, mais ce
chiffre n’atteint jamais 100 % (116). Ces facteurs environnementaux comprennent les infections
virales, les toxines, et de facon plus controversée certains nutriments. Le systeme immunitaire
peut déclencher une réponse auto-immune par mimétisme moléculaire, en dirigeant la réponse
contre des antigenes du soi ressemblant aux antigenes viraux, ce qui va entrainer la destruction
des cellules (117). LU'interaction de cellules T et B peut mener a la formation d’antigénes ciblant
les Tlots. Cependant, I’élément déclencheur de cette interaction est méconnu. L’exposition a une
infection virale, comme la rubéole, durant le développement foetal augmente la probabilité de
développer plusieurs maladies auto-immunes, dont le DT1 (118). Les symptdomes classiques de
I’hyperglycémie apparaitront rapidement apres le déclenchement de la maladie : polyurie,
polydipsie, perte de poids et acido-cétose. La présence d’une forte hyperglycémie ou un test
d’hyperglycémie provoqué permet de confirmer le diagnostic (112). Ce diagnostic est important,
car les conséquences a long terme sont graves. On distingue, d’'un co6té, les complications
microvasculaires incluant les néphropathies, neuropathies et rétinopathies, et de I'autre, les
complications macro-vasculaires avec une plus haute incidence de maladies cardiovasculaires
(119). Jusqu’en 1922, et le début de la thérapie par 'insuline, le DT1 était une maladie mortelle.
Ce n’est plus le cas, de nos jours, les patients décédent plutét de maladies chroniques et

particulierement de maladies cardiovasculaires (120).

1.3.2 Le diabéte gestationnel
Au début de la grossesse, la sensibilité a I'insuline augmente pour préparer le corps a la demande
énergétique accrue. Durant la grossesse, une augmentation des concentrations d’cestrogéne, de
progestérone, de leptine, de cortisol et d’hormones de croissance, produites localement et par le
placenta, favorise la Rés.| (121). Pour compenser, des modeéles animaux suggerent qu’une
hypertrophie des cellules B a lieu, ainsi qu’une plus forte sécrétion d’insuline en réponse au

glucose (122). Dans ce cadre, le diabéte gestationnel se définit par une hyperglycémie qui se
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développe chez la femme enceinte et se normalise aprés I'accouchement. Cette définition large
englobe les hyperglycémies allant d’une légére intolérance au glucose a une perturbation de la
glycémie a jeun (123). Bien que transitoire, cette pathologie augmente le risque de complication
pour la mere et le nouveau-né, et représente un facteur de risque de développer ultérieurement
un diabéte, de l'obésité et des maladies cardiovasculaires (124-126). Selon les critéres
diagnostiques utilisés, au Canada, en 2016, 4 a 7% des femmes enceintes recevaient un

diagnostic de diabete gestationnel (127).

1.3.3 Le diabéte non insulinodépendant chez les jeunes (MODY)

Ces formes autosomales dominantes du diabéte, qui se manifestent avant 25 ans sans auto-
immunité, résultent de mutations hétérozygotes dans des facteurs de transcriptions impliqués
dans le développement et la maturation des cellules B, ainsi que dans des enzymes responsables
de la détection du glucose (128, 129). Les MODY sont des causes rares de diabéete, responsables
d’1 % des cas, dont I'étiologie est particuliére car on n’y associe pas de Rés.l (130). Les MODY sont
souvent confondues avec d’autres formes de diabetes, 80 % des patients atteints ayant regu un

diagnostic de DT1 ou DT2 au préalable (131)

1.3.4 Le diabéte de type 2

Le diabete de type 2 est la forme la plus courante de diabéte, regroupant 90 % des cas de la
maladie. Il se caractérise par une diminution progressive de la fonction des cellules B, le plus
souvent en réponse a une insulino-résistance dans les tissus adipeux, les muscles squelettiques
et le foie (132-134). L'obésité et la Rés.l sont deux facteurs de risque importants pour le DT2. En
situation normale, les cellules B peuvent adapter leur production d’insuline pour maintenir un
controble de la glycémie chez les personnes obéses (135). Chez ces personnes, les cellules B vont
augmenter leur nombre et la quantité d’insuline sécrétée individuellement par chaque cellule, ce
qui permet de contrer la Rés.l. Si cette adaptation échoue, I'hyperglycémie apparait (136, 137).
Dans cette situation, on observe une diminution du nombre de cellules B de I'ordre de 24 % a
65 %, probablement di a de I"'apoptose (138) En parallele, la fonction des cellules B est aussi

affectée, avec une diminution de la sécrétion d’insuline (138).
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1.3.4.1 La résistance a l'insuline
La Rés.l est un état dans lequel I'insuline normalement produite en réponse a un stimulus ne suffit
pas a diminuer I'hyperglycémie et a augmenter I'absorption du glucose par les tissus. S’en suit
une hyperinsulinémie pour contrer I'hyperglycémie. La Rés.l découle d’'une perturbation de la
signalisation du récepteur de l'insuline. Dans les muscles, elle se manifeste par la diminution de
I’entrée de glucose et de la synthese de glycogeéne (133). Dans le foie, la Rés.l cause une perte de
I’effet de I'insuline sur la gluconéogenese (139). Finalement, dans les tissus adipeux, elle se
manifeste par une diminution de la captation de glucose par les adipocytes et une altération de
I'inhibition de la lipolyse. Les causes de la résistance sont multiples : un excés de tissu adipeux
affecte la sensibilité a I'insuline via la sécrétion de cytokines comme le TNF-a et I'interleukin-6
(IL-6); 'augmentation de ces facteurs dans le sang peut causer une résistance hépatique et
périphérique (140). Linflammation, I'hyperglycémie et la lipotoxicité agissent alors sur la
signalisation par le récepteur de linsuline en activant des Ser/Thr kinases et inhibant

I"autophosphorylation secondaire a la liaison de son ligand (141).

1.3.4.2 La glucolipotoxicité
Quand la Rés.l s’installe, une augmentation aigué de la concentration d’acides gras augmente la
masse des cellules B et la sécrétion d’insuline pour compenser la perte de sensibilité (142). Une
trop grande concentration d’acides gras, le plus souvent palmitate, dans des ilots isolés de souris
augmente l'apoptose des cellules. Il est toutefois plus difficile d’évaluer in vivo quelle
concentration d’acides gras est percue par les filots, ceux-ci pouvant se lier a l'albumine. La
fraction libre d’acides gras dans I’espace entourant les flots est inconnue (143). Une infusion de
triglycéride et acides gras a des concentrations normales de glucose n’affecte que peu la fonction
des cellules B et ne se révéle pas toxique (144, 145). Les acides gras seuls ne semblent donc pas
avoir d’effet toxique sur les cellules B lorsqu’il n’y a pas d’hyperglycémie. En revanche, lorsque
I'on additionne I'effet combiné de I'hyperglycémie et de la dyslipidémie, un effet toxique
synergique est mis a jour. Le glucose inhibe I'oxydation des graisses et promeut la lipogenése ;
lorsque les niveaux intracellulaires d’acides gras et de glucose sont élevés en méme temps,
différentes voies de signalisations, par exemple le métabolisme des mitochondries, sont affectées

dans la cellule B (146). In vivo chez le rat, une infusion de glucose et de lipide pendant 72h
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provoque une Rés.| et une altération de la fonction des cellules B, un effet cependant dépendant
de I'age (147). Chez I’lhumain, une augmentation des acides gras en circulation abolit I'effet d’'une
hyperglycémie sur la sécrétion d’insuline et la fonction des flots chez des patients obeses (148,
149). Ces études indiquent un role synergique délétere des concentrations d’acides gras et de

glucose élevées dans la fonction des cellules B.

1.3.4.3 'altération des cellules B
L'altération du controle de la glycémie dans le DT2 est causée, en partie par une altération de la
masse fonctionnelle des cellules B. En effet, une perte du nombre de cellules B de I'ordre de 24 %
a 65 % est observée chez les patients atteints de DT2 (138), vraisemblablement causée par une
augmentation de l'apoptose (150). Cette apoptose peut étre causée par un stress oxydatif
secondaire a la glucotoxicité et la création de réactifs oxygénés (151). L'observation d’un plus
grand nombre de dépobts amyloides dans les Tlots est aussi reliée a un plus faible nombre de
cellules B chez des patients atteints de DT2 (152). Le nombre de cellules B est diminué et la
capacité a secréter de l'insuline de celles restantes est altérée. Plus précisément, la premiere
phase de sécrétion de l'insuline est perdue et la synchronisation de I'activité électrique des
cellules B est perturbée (153, 154). Le changement d’identité des cellules B peut, en partie,
expliquer ces phénomenes par un mécanisme de dédifférenciation (155). Dans des cellules B
exposées a une forte concentration de glucose, une diminution de I'expression de génes
impliqués dans la fonction des cellules B comme Ins et Foxol est observée (156). Cette
dédifférenciation est aussi visible par une diminution de I'expression de facteurs de transcription
clefs a l'identité de la cellule B comme Nkx 6.1 et MafA, et la réexpression de facteurs de
transcription caractéristiques des cellules progénitrices, soient Oct4 et Ngn3 (157). Ces cellules
dédifférenciées ne participent plus au controle métabolique, et un marquage immunologique par
I'insuline ne permet plus de les détecter, ce qui peut expliquer I'apparente diminution de la masse
de cellules B. La réduction de la quantité de cellules B, ainsi que la diminution de la capacité

sécrétoire des ilots sont donc des facteurs importants dans I'apparition du DT2.
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1.3.4.4 Perturbations des interactions paracrines dans I'ilot
Un équilibre entre les quantités d’insuline et de glucagon sécrétées est primordial pour maintenir
I'euglycémie. Chez les patients atteints de DT2, les différents stimuli qui régulent la production
finale de I'llot sont perturbés. A la défaillance des cellules B s’ajoute une altération de la fonction
des cellules a. En effet, des concentrations plus élevées de glucagon sont retrouvées dans le sang
comparativement a des sujets sains, associées a une perte de la sécrétion des cellules a en
réponse au glucose ainsi qu’une hyperglucagonémie anormale a la suite d’un repas (158). Comme
le glucagon est responsable de 40-50 % de la libération de glucose par le foie, un défaut de ce
mécanisme régulateur amplifie I'hyperglycémie (159). L'effet du DT2 sur la fonction des cellules
6 est encore méconnu. La masse de cellules 6 ne semble pas étre diminuée chez les personnes
atteintes de DT2, mais est diminuée chez des babouins avec une hyperglycémie (160-162). Dans
cette derniere étude, la perte de masse des cellules 6 est attribuée a une augmentation de
I'apoptose. Cependant, la sécrétion de SST par les flots est difficile a mesurer in vivo, la veine
pancréatique étant le seul endroit ou une augmentation de la SST-14 peut étre détectée en

réponse au glucose (163)
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Chapitre 2 — Etude de la fonction du récepteur aux acides gras

GPR120/FFAR4 dans la régulation de ’lhoméostasie du glucose

2.1 Mise en contexte de la these

2.1.1 Problématique
Environ un tiers des médicaments approuvés par I'agence de régulation américaine FDA cible des
RCPG (164). GPR40 est impliqué positivement dans I'homéostasie du glucose. Un agoniste
spécifique de ce récepteur, TAK-875, a déja fait I'objet d’études cliniques de phase Ill chez des
patients atteints de DT2 (165) mais I'essai a di étre interrompu a cause d’une toxicité hépatique.
GPR120 est un autre récepteur aux acides gras a longues et moyennes chaines, moins bien
caractérisé que GPR40, qui est considéré comme une cible thérapeutique potentielle pour le DT2.
GPR120 partage plusieurs ligands avec GPR40 et de nombreuses études dans des modeéles
animaux ont montré une augmentation de la sécrétion d’insuline ainsi que de la sensibilité a
I'insuline a la suite de I'activation de GPR120. Cependant, le réle de GPR120 dans la sécrétion
d’hormones glucorégulatrices par les ilots est controversé, et son étude est complexifiée par
I’existence de réseaux d’interactions paracrines et endocrines. L’activation de GPR120 dans les
flots potentialise les sécrétions d’insuline et de glucagon. GPR120 est présent dans les cellules
principales des flots (o, B et ), mais est exprimé de maniere prédominante dans les cellules 6.
L’activation de GPR120 potentialisant la sécrétion d’insuline et de glucagon, et inhibant la relache
de SST, la question est de savoir si I’activation de GPR120 dans les ilots de Langerhans stimule la
sécrétion de glucagon et d’insuline en inhibant la sécrétion de SST par les cellules 6. GPR120 et
GPR40 ont tous deux une action positive sur I'homéostasie du glucose, partagent plusieurs ligands
et ont un profil d’expression différent, il se pourrait donc que ces deux récepteurs aient une action
complémentaire. Décrypter le role spécifique de GPR120 et son interaction avec GPR40 dans le
contréle de I'homéostasie du glucose et la fonction des cellules B permettra d’améliorer
significativement notre compréhension des mécanismes controlant la sécrétion d’hormones

glucorégulatrices et potentiellement de découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques pour le DT2.



2.1.2 Hypothese et objectif du mémaoire

2.1.2.1 Hypothese
Nous avons émis I'’hypothése que la signalisation GPR120 dans les cellules & des filots
pancréatiques de souris inhibe la sécrétion de SST, levant ainsi le frein sur la sécrétion d’insuline
et de glucagon respectivement par les cellules B et a, et favorisant ainsi la prolifération des
cellules B. In vivo, GPR120 aurait une action complémentaire synergique a GPR40 dans le contrdle

de I'homéostasie du glucose.

2.1.2.2 Objectifs
L’objectif de ce projet de recherche était de définir la fonction de GPR120 dans I’homéostasie du
glucose. Pour cela nous avons étudié 1) le role précis de GPR120 dans la prolifération des cellules
B et la sécrétion d’hormones glucorégulatrices par les flots ex vivo et 2) les réles complémentaires

de GPR120 et GPR40 dans la régulation de ’lhoméostasie du glucose in vivo chez la souris.

Les travaux de recherche de ce mémoire seront présentés dans deux articles de recherche

originaux.
2.1.3 Matériel et méthodes

2.1.3.1 Génération des différentes colonies et devis expérimental
Toutes les interventions impliquant des animaux ont été approuvées par le comité institutionnel
pour la protection des animaux du Centre de recherche du Centre hospitalier de I’Université de
Montréal. Les animaux étaient hébergés individuellement, suivaient un cycle jour/nuit de 12h
avec un acces libre a de I'eau et a la nourriture de laboratoire standard CHOW (23 % des calories
provenant du gras, 17 % des protéines et 60 % des carbohydrates; #2018 ; Harlan Teklad,
Madison, WI) ou riche en gras (60 % des calories provenant du gras, 16 % des protéines et 24 %
de carbohydrates ; #F3282 ; Bioserv Diets, Frenchtown, NJ) (HFD), selon le devis expérimental. A
I’age de 6 semaines, les souris males et femelles étaient réparties en cohortes, et la glycémie, le

poids et la nourriture consommée relevés de facon hebdomadaire.
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Les souris GPR40 —/~ (GPR40KO) sont sur un fond génétique pur C57BL/6N et ont été générées
par recombinaison homologue dans les cellules souches embryonnaires par Lexicon Genetic (The
Woodlands, TX). L'exon 2 du géne codant pour GPR40 a été remplacé par le gene codant pour

LacZ.

Pour la lignée GPR120 ~/—, des souris porteuses de sites LoxP entourant I'exon 1 de GPR120
(GPR120floxNeofrt) gt été générées par Ingenious Targeting Laboratory (Ronkonkoma, NY, U.S.A)
et croisées sur un fond C57BI/6N pendant plus de 9 générations. Cependant, les souris
homozygotes GPR120foxNeofrt montraient une importante diminution de I'expression du géne
GPR120 dans les flots et d’autres organes. Ne pouvant servir pour I'étude de I'effet d’une délétion
de GPR120 dans les cellules &, ces souris furent croisées avec des souris transgéniques de lignée
E2A-Cre (B6.FVB-Tg [Ella-cre] C5379Lmgd/J, Jackson Labs) pour générer une lignée de souris avec
une délétion compléte de GPR120 (GPR120KO). Seules les souris GPR120%! n’exprimant ni la
mutation du géne NNT (NNTC7BL/6N) nj E2a-Cre furent gardées pour la série de croisements
suivants. Les souris expérimentales furent obtenues en croisant des souris GPR120de'?
hétérozygotes. La délétion complete de GPR120 a été ensuite vérifiée par des mesures de

I’expression de I’ARN.

Pour la lignée 6KO, des souris de lignées C57BL/6 — Ffar4™1-1Mrl qyec des sites LoxP bordant une
séquence promotrice de 1,5 Kb, en amont de I'exon 1 de GPR120 ont été acquises de Taconic
Biosciences. Des souris hétérozygotes ou homozygotes pour les régions loxP (GPR120*/f ou
GPR120%) furent croisées avec des souris hétérozygotes pour la recombinase Cre sous le
contréle du promoteur de la SST (SST-Cre) de lignée C57BI/6N (B6N.Cg-Ssttm2-1(creldh/j - jackson
Laboratory). Le croisement des souris GPR120*/fl et SST-Cre ;GPR120*/f généra les souris
expérimentales. Les données comparant la SISG d’ilots isolés de souris de sexes différents sont
peu nombreuses, cependant des études réalisées chez le rat suggerent une SISG plus élevé par
des flots isolés de femelles a 3 et 12 semaines comparativement aux males (166, 167). Ce
dimorphisme sexuel nous a poussé a étudier séparément les ilots de souris males et femelles. Le
coup de génération des souris étant important, les males sauvages (WT), GPR120%/f (flox), SST-
Cre (Cre) et SST-Cre ; GPR120%/f (6KO) furent utilisés pour les expériences de sécrétion et de

prolifération. Les femelles de ces génotypes furent utilisées pour les RT-PCR quantitatives.
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2.1.3.2 Evaluation de ’lhoméostasie du glucose

Cohorte 1: Diete réguliere CHOW IRM

Souris maéles et femelles

Souche C57BI/6N oGTT-1 ipITT oGTT-2 ; CHG
WT I ! i i ! N
GPRA4OKO ' ' ' ' | !
GPR120KO Sem.6 Sem.10-12 Sem. 14-16 Sem. 18-20 Sem. 30
Double KO
IRM
Cohorte 2: Diéte réguliere CHOW vs HFD
Souris males et femelles\ Test ;?rgmme oGTT
Souche C57BI/6N | | x j
WT
Sem.6 .
GPRAOKO em Sem.8 Sem.16 Sem.20
GPR120KO I||||||||||||||||||||ll'*l
Double KO
M Mixte 100% Test Arginine oGTT
CD-HFD HFD

Figure 8.— Etude du role de GPR120 et GPR40 dans ’homéostasie du glucose. Des souris avec une
délétion constitutive du géne codant pour GPR120 (GPR120KO), GPR40 (GPR40KO) ou les
deux (DbleKO) ont été observées avec une diete réguliere CHOW (CD) (cohorte 1) ou avec une
diéte obésogene riche en gras (HFD) (cohorte 2). Des souris appariées pour le sexe et le
génotype sous une diéte CD servaient de contrOle. Le poids, glycémie et quantité de
nourriture consommée étaient relevés chaque semaine. La tolérance au glucose (oGTT),
sensibilité a l'insuline (iplITT), la réponse des cellules a a une injection d’arginine (Test
Arginine) et la sécrétion d’insuline en réponse au glucose (clamp hyperglycémique, CHG) ont
été mesurées. La composition corporelle fut évaluée par résonnance magnétique (IRM).

Sem : semaine.
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La glycémie a jeun a été mesurée apres la période de 4 heures sans nourriture qui précéde chaque
test métabolique. Le sang pour chaque mesure de glycémie et pour le plasma flt prélevé par
ponction a l'extrémité de la queue dans la veine caudale. Lors des tests d’hyperglycémie
provoqués par voie orale (oGTT), une dose de 1 g de glucose par kg de poids corporel a été
administrée par gavage. Par la suite, la glycémie et I'insulinémie ont été mesurées juste avant le
gavage (t=0 min) et aux temps t=15, 30, 45, 60, 90 et 120 min. La glycémie fut mesurée avec un
glucometre Accu-Check (Roche, Indianapolis, IN) et l'insulinémie par test enzymatique
d’immunoabsorbance (ELISA) d’Alpco Diagnostics (#80-INSRT-EO1, E10, Rat Insulin ELISA, Salem,
NH, USA) aux temps rapportés. Les tests de stimulation a I’arginine ont été réalisés par I'injection
intrapéritonéale (i.p.) d’une dose de 1,25 g de L-arginine par kg de poids corporel. La glycémie et
la glucagonémie furent mesurées juste avant l'injection (t=0), 10 et 30 minutes apres. De
I’aprotinine (0,5KIU/uL de sang) a été ajoutée au plasma avant congélation et la glucagonémie fut
mesurée par test enzymatique ELISA d’Alpco Diagnostics (#48-GLUHU-EO1, Glucagon ELISA,
Salem, NH, USA). La sensibilité a I'insuline a été mesurée lors d’un test de tolérance a l'insuline, a
la suite d’une injection i.p. de 0,75 unité par Kg de poids corporel d’insuline (humulin-R; Lily,
Toronto, ONT, CAN). La glycémie fut mesurée juste avant I'injection (t=0 min), 15, 30, 45, 60, 90
et 120 minutes apres. Le taux de clairance du glucose du plasma en réponse a l'insuline, le K=
0,693/t(1/2), ou t(1/2) est calculé a partir de la pente de la glycémie durant les 30 premiéres
minutes du test. Pour les clamps hyperglycémiques, du dextrose 10 % fut infusé par un cathéter
dans la veine jugulaire de souris conscientes, dans le but d’atteindre et maintenir une
hyperglycémie comprise entre 15,7 et 19,7 mmol/I pour les méles et 14,5 et 17,7 mmol/I pour les
femelles pendant 30 minutes. Une injection i.p. d’arginine (174mg/kg) a été faite a la fin de cette
période pour évaluer la fonction sécrétoire totale des cellules B. Les souris furent sacrifiées a la
fin du CHG, et le pancréas, foie, tissus adipeux sous-cutané, péritonéal et gonadique, ainsi que le
muscle gastrocnémien furent collectés et pesés. L'insulinémie et les niveaux de C-peptide
correspondant furent mesurés par kit ELISA d’Alpco Diagnostics (#80-CPTHU-E01.1, C-Peptide
Elisa, Salem, NH, USA). Le taux d’infusion de glucose pendant la période d’hyperglycémie fut

calculé (GIR). La clairance de l'insuline est le ratio de l'insulinémie moyenne pendant les 30
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minutes de clamps par la C-peptidémie moyenne pendant cette méme durée. La sensibilité a
I'insuline est le ratio du GIR et de I'insulinémie moyenne. L’'indice de disposition est le rapport de

la sensibilité a I'insuline et de la C-peptidémie moyenne.

2.1.3.3 Evaluation de la composition corporelle
La masse grasse des souris a été mesurée a |’état nourri par IRM avec une EchoMRI-700 (Houston,
TX). A I'aide d’imagerie par résonnance magnétique, cette méthode non invasive permet
d’évaluer précisément, sans anesthésie ou sédation, la masse de gras ainsi que la masse maigre

des souris.

2.1.3.4 Isolement des ilots de Langerhans
Les ilots ont été isolés de souris males dgées de 10 a 14 semaines par digestion a la collagénase
et piquage manuel, selon une méthode précédemment décrite (168). Les Tlots ont ensuite été mis
en culture durant la nuit dans du milieu RPMI-1640 contenant 10 % de sérum fcetal bovin,

100 unités/ml de pénicilline, 100 pug/ml de streptomycine et 11,1 mmol/I de glucose.

2.1.3.4.1 Mesure de la sécrétion d’ilots isolés de souris
Les sécrétions d’insuline et de SST ont été mesurées simultanément en réponse au glucose (2,8
et 16,7 mM) et des agonistes synthétiques spécifiques a GPR120, le Compound A (#21438, CpdA,
Cayman Chemical, Michigan, USA) a des concentrations de 10 ou 50 umol/L, ou I’AZ-13581837
(AZ, fourni par Astra-Zeneca), lors d’incubations statiques de 1h d’lots isolés. Les sécrétions de
glucagon et de SST ont été simultanément mesurées en condition de faible glucose (1 mM), et
réponse a 'arginine (10 mM) avec ou sans CpdA. Les ilots étaient regroupés par 10, et chaque
condition était faite en triplicata. Les ilots ont ensuite été récoltés dans de I’éthanol acide et le
contenu des puits centrifugé et entreposé a -80°C. Avant les expériences de sécrétion, les ilots
étaient lavés 2 fois pendant 20 min a 37°C dans un milieu tampon Krebs-Ringer contenant 0,1 %
de BSA, ainsi que 2,8 mM de glucose pour les sécrétions d’insuline ou 5,5 mM pour les sécrétions
de glucagon. Le contenu intracellulaire d’insuline et de glucagon a été mesuré a la suite de
I’extraction dans I’éthanol acide. L’insuline, le glucagon et la SST ont été mesurés par dosage

radioimmunologique (RIA) (RI-13K, GL-32K ; Sigma-Aldrich).
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2.1.3.4.2 Mesure de la prolifération des cellules des ilots par marquage immunologique
Par groupe de 150 a 200, les Tlots ont été incubés pendant 48 h dans du milieu RPMI 1640 avec
10 % de FBS, 100 U/ml de pénicilline/streptomycine, 5-ethynyl-2°-deoxyuridine (EdU, 10uM), 2,8
ou 16,7 mmol/l de glucose et avec ou sans le CpdA 50uM. Le milieu était changé aprés 24h. A la
fin du traitement, les flots furent dispersés a I'accutase (1 pL/ilot) (ThermoFisher Scientific, St-
Laurent, QC, Canada). Le ratio de cellules mortes/vivantes fut obtenu par marquage avec le
colorant Aqua Vivid (Invitrogen by ThermoFisher Scientific, St-Laurent, QC, Canada). Les cellules
furent par la suite fixées, perméabilisées et marquées pour 'EdU avec le kit Click-iT™ EdU
AlexaFluor 488™ pour cytométrie en flux (Invitrogen by ThermoFisher Scientific, St-Laurent, QC,
Canada). Les cellules B et a furent marquées en utilisant des anticorps anti-insuline
AlexaFluor® 647 et anti-glucagon PE respectivement (BD Biosciences). Les analyses furent
effectuées sur un cytométre BD™ LSR Il (BD Biosciences) sur > 30 000 cellules et le logiciel

d’analyse FACSDiva Software (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA).

2.1.3.4.3 Extraction d’ARN et réaction RT-PCR quantitative
La totalité de 'ARN de groupes de 120-200 flots a été extrait en utilisant le RNeasy micro kit
(Qiagen, Valencia, CA). La quantité d’ARN a été déterminée par spectrophotométrie via un

NanoDrop 2 (Life Technologies Inc.) et de 0,250 a 1,0 pg d’ARN fut transcrit en ADN.

2.1.3.5 Analyses statistiques
Les analyses statistiques ont été faites sur le logiciel GraphPad Prism (La Jolla Californie, USA,

www.graphpad.com) version 8.1 pour Windows. Avant chaque analyse, la normalité des données

a été vérifiée par un test de Shapiro-Wilk. Nous avons effectué des analyses de variance (ANOVA)
lorsque les données étaient distribuées normalement. Dans le cas contraire, les données ont été
transformées de facon logarithmique, ou nous avons choisi un test non-paramétrique. Pour
comparer les groupes selon le génotype, des ANOVA unidirectionnelles ou un test non-
paramétrique de Kruskal Wallis ont été appliqués. Lors des suivis ou des tests ou plusieurs
mesures étaient prises sur les mémes sujets, des ANOVA sur mesures répétées ont été utilisées
lorsqu’il ne manquait pas de mesures (chaque individu avait des données pour chaque point).

Dans le cas contraire, nous avons utilisé une ANOVA mixte, qui supporte mieux les valeurs
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manguantes. En cas de non-normalité des données, un test non-paramétrique de Friedman était
effectué. Nous avons utilisé des comparaisons appariées avec une correction de Tukey pour
comparer les groupes deux a deux. Dans le cas ol les comparaisons étaient faites uniquement
avec un contréle, une correction de Dunnett a été appliquée. Les données étaient séparées selon
le sexe (M/F), Les aires sous la courbe (ASC) ont été calculées selon la méthode des triangles, a

partir des données normalisées en pourcentage de la valeur a t=0, en soustrayant la valeur a t=0.
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2.1.4 Résultats

2.1.4.1 La signalisation GPR120 (FFAR4) dans les cellules 6 des flots de Langerhans

potentialise la sécrétion d’insuline et de glucagon.

2.1.4.1.1 Contribution aux résultats
Dans cette étude, j’ai participé et produit des données pour les expériences de sécrétion statique
d’insuline, glucagon et SST chez les souris GPR120KO et §120. J’'ai, avec Marine Croze, isolé des
flots, réalisé les expériences de sécrétions statiques, et quantifié les concentrations d’hormones
par RIA. Pour la partie prolifération, j'ai participé et produit des données pour les expériences de
cytométrie en flux. J'ai entierement récolté les données et réalisé la figure de prolifération dans
les flots isolés des souris §120 ainsi que les mesures de I'expression de GPR120 par RT-PCR

quantitative dans les lignées GPR120 et 6KO.

2.1.4.1.2 Résumé du projet qui sera présenté dans un article écrit par Marine Croze et Julien

Ghislain
GPR120 est un récepteur couplé aux protéines G qui suscite de l'intérét car il a des effets
bénéfiques sur 'lhoméostasie du glucose. C'est un récepteur pour acides gras a longue chaine,
gu’ils soient polyinsaturés comme les w-3, ou saturés comme le palmitate. Il a été montré que
I'activation de GPR120 diminue l'inflammation associé a I'obésité et promeut I'adipogénese.
GPR120 est exprimé dans les principales cellules des ilots : les cellules B productrices d’insuline,
les cellules a produisant le glucagon et les 6 sécrétant la SST. Au sein des flots, I'activation des
récepteurs GPR120 et GPR40 par des acides gras a longue chaine potentialise la sécrétion
d’insuline en réponse au glucose et la relache de glucagon. D’un autre c6té, GPR120 inhibe la
sécrétion de SST, un inhibiteur connu de la sécrétion d’insuline et de glucagon. Toutefois, le réle
précis de GPR120 dans la régulation de la sécrétion d’hormones par les ilots est méconnu. Ces
études nous ont amenés a former I'hypothése selon laquelle I'effet positif de I'activation de
GPR120 dans les ilots sur la sécrétion d’insuline et de glucagon est en partie le résultat d’'une
diminution de la sécrétion de SST par les cellules 6. Pour différencier cet effet d’une activation de
GPR120 dans les cellules a et B, il a fallu générer des lignées de souris n’exprimant pas le

récepteur, dans tout I'organisme (GPR120KO) ou spécifiguement dans les cellules 6 (6KO). Pour



cela, des souris exprimant une enzyme Cre recombiante (SST-Cre) sous le contréle du promoteur
de la SST ont été croisées avec des souris dont I’exon 1 du gene codant pour GPR120 était flanqué
de sites LoxP (FLOX) cibles de I'enzyme Cre. Ainsi, dans les cellules exprimant la SST, GPR120
n’était pas exprimé. Pour étudier le réle de GPR120, nous avons mesuré la sécrétion d’hormones

glucorégulatrices lors d’incubations statiques d’1h.

1) Nous avons mesuré simultanément la sécrétion d’insuline et de SST par des flots isolés de
souris 6KO ou GPR120KO en réponse au glucose (2,8 et 16,7 mM) et des agonistes spécifiques de
GPR120 (le CpdA ou I’'AZ) ou des acides gras w-3 a longue chaine comme I'acide a-linoléique

(ALA), I'acide eicosapentaenoique (EPA) ou I'acide docosahexaenoique (DHA)

2) Nous avons mesuré simultanément la sécrétion de glucagon et de SST par des flots isolés de
souris KO ou GPR120KO en condition de bas glucose (1 mM/L) et en réponse a I'arginine et des

agonistes spécifiques de GPR120 (le CpdA ou I'AZ).

Les sécrétions d’insuline (5808 + 4673 %, p<0,0005) et de SST (364 + 112 %, p<0,0001) étaient
augmentée en réponse au glucose 16,7 mM comparativement au glucose 2,8 mM. L’ajout des
acides gras endogénes (ALA, EPA, DHA) a parallelement potentialisé la sécrétion d’insuline en
réponse au glucose et inhibé la sécrétion de SST. Ces acides gras n’activent pas exclusivement
GPR120, ce sont aussi des agonistes de GPR40, un récepteur reconnu pour potentialiser la
sécrétion d’insuline. C'est pour cela que par la suite, nous avons utilisé des agonistes synthétiques
spécifiques de GPR120, le CpdA et I’AZ. Afin de valider la sélectivité de ces molécules envers
GPR120, nous avons mesuré les sécrétions d’insuline et de SST par des Tlots isolés de souris
GPR40KO, et n’avons pas observé d’effet du CpdA. Nous montrons que ces agonistes
potentialisent de fagcon dose dépendante la sécrétion d’insuline et diminuent la sécrétion de SST.
Nous avons traité des flots GPR120KO avec le CpdA pour confirmer sa sélectivité envers GPR120,
nous observons une perte de I'effet du CpdA sur la sécrétion d’insuline et une diminution de son
effet sur la sécrétion de SST en réponse au glucose (Figure 9, A et B). Pour stimuler la sécrétion
de glucagon, les flots furent traités avec une faible concentration de glucose (1 mM) et 10 mM
d’arginine. Dans ces conditions, I'arginine stimule la sécrétion de glucagon et de SST (Figure 10, A

et B). Le CpdA potentialise de facon dose dépendante la sécrétion de glucagon et inhibe celle de
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SST, cet effet est largement diminué chez les souris GPR120KO. Ces résultats confirment que le
CpdA est un agoniste spécifique de Gprl20, et que l'activation de GPR120 dans les flots

potentialise la sécrétion d’insuline et de glucagon, tout en diminuant la sécrétion de SST.
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Figure 9. — La signalisation GPR120 dans les cellules 6 potentialise la sécrétion d’insuline en réponse

au glucose.Des ilots isolés de souris males de 10-14 semaines sauvages (WT), avec une
délétion compléte de GPR120 (GPR120KO), avec I'exon 1 du géne codant pour GPR120
entouré de site LoxP (FLOX), exprimant I'enzyme Cre-recombinante sous le contréle du
promoteur de la somatostatine (SST-Cre) ou avec une délétion de GPR120 dans les cellules
produisant la somatostatine (6KO) ont été utilisés. Les sécrétions simultanées d’insuline (A)
et de SST (B) en réponse au glucose (2,8 et 16,7 mM) et au Compound A (50 uM) par des flots
isolés de souris WT et GPR120KO ont été mesurées lors d’incubation statique d’lh.
Pareillement, les sécrétions de d’insuline (C) et de SST (D) d’ilots isolés de souris 6KO ont été
mesurées et comparées aux différents controles. Les quantités d’insuline ont été normalisées
par le contenu total des flots utilisés en insuline. 100-150 flots ont été utilisés par conditions.
Valeurs comparées par ANOVA a 2 voies, suivis de comparaisons appariées avec une
correction de Dunnett comparant les différentes conditions a la condition 16,7 mM +ETOH.
* 1 p<0,05; ** : p<0,005; *** : p<0,0005; **** : p<0,0001; ns: non-significative. Moyenne +

écart-type. Données récoltées avec Marine Croze.
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Figure 10. — La signalisation GPR120 dans les cellules 6 potentialise la sécrétion de glucagon en
réponse a l'arginine. Des ilots isolés de souris males de 10-14 semaines sauvages (WT), avec
une délétion compléte de GPR120 (GPR120KO), avec I'exon 1 du gene codant pour GPR120
entouré de site LoxP (FLOX), exprimant I’enzyme Cre recombinante sous le contréle du
promoteur de la somatostatine (SST-Cre) ou avec une délétion de GPR120 dans les cellules
produisant la somatostatine (6KO) ont été utilisés. Les sécrétions simultanées de glucagon (A)
et de SST (B) en réponse a I'arginine (10 mM) et au Compound A (50 uM) par des flots isolés
de souris WT et GPR120KO ont été mesurées lors d’incubation statique d’1h sans glucoses
(1mM). Pareillement les sécrétions de glucagon (C) et de SST (D) d’ilots isolés de souris §KO
ont été mesurées et comparées aux différents controles. 100-150 flots ont été utilisés par
conditions. Valeurs comparées par ANOVA a 2 voies, suivis de comparaisons appariées avec
une correction de Dunnett comparant les différentes conditions a la condition 1 mM + ARG.
* 1 p<0,05; **: p<0,005; *** . p<0,0005; **** : p<0,0001; ns: non-significative. Moyenne *

écart-type. Données récoltées avec Marine Croze.
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Pour savoir si la diminution de la sécrétion de SST est responsable de I'augmentation de la
sécrétion d’insuline et de glucagon, nous avons reproduit les expériences précédemment décrites
en utilisant des flots isolés de souris 6KO. Les sécrétions d’hormones par les flots 6KO ont été
comparées aux sécrétions d’ilots isolés de congéneres WT, FLOX et SST-Cre. Le CpdA potentialise
la sécrétion d’insuline en réponse au glucose par les flots WT, Flox et Cre, mais pas 6KO (Figure 9,
C). Parallelement, la sécrétion de SST est diminuée en réponse au CpdA dans les ilots WT, Flox et
Cre, mais encore une fois, il est sans effet sur les flots isolés de souris 6KO (Figure 9, D). Ces
résultats sont similaires a ceux observés avec les flots isolés de souris n’exprimant pas Gpr120
(GPR120KO). lls suggerent que I'activation de GPR120 dans les cellules 6 est responsable, en tres

grande partie, de I'effet insulinotropique du CpdA.

En réponse a I'arginine, le CpdA potentialise la sécrétion de glucagon d’ilots isolés de souris Cre,
Flox et WT (Figure 10, C). Similairement a ce qui ft observé avec une délétion complete de
GPR120, le CpdA est sans effet sur les flots §KO. Pour ce qui est de la sécrétion de SST, en paralléle,
nous observons une inhibition par le CpdA de la sécrétion de SST par les ilots WT, et Flox (Figure
10, D). Cependant, I'effet n’est pas significatif avec des flots isolés de souris 6KO. Cela peut
s’expliquer par le fait que I'expression de I’'enzyme Cre-recombinante dans les cellules 6 semble
abolir la sécrétion de SST en réponse a I'arginine, visualisé chez les souris SST-Cre. Les souris 6KO
exprimant aussi cette enzyme dans les cellules §, il est possible que le méme phénomene ait lieu.
Nos résultats suggérent donc que la signalisation GPR120 dans les cellules & est responsable de
I’effet insulinotropique et glucanotropique de l'activation de GPR120 dans les ilots, un effet en

partie di a la diminution de la sécrétion de SST.

En paralléle, nous avons étudié le role de GP120 sur la prolifération des cellules B. En effet, ces
cellules proliférent lorsque les flots sont mis en culture avec du glucose et des acides gras (169).
Les acides gras insaturés ont des effets bénéfiques sur I’homéostasie du glucose, en augmentant
la sensibilité a I'insuline et protégeant les cellules B de I'apoptose. De plus, il a été montré que le
traitement avec l'acide arachidonique, un acide gras poly-insaturé a longue chaine, stimule

directement la prolifération de cellules insulino-sécrétrices MING, une lignée de cellules insulino-
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sécrétrices (170). L’activation de RCPG dans les cellules B, comme le récepteur a GLP-1, peut
stimuler la prolifération de ces cellules (171), et la SST a un effet inhibiteur sur la prolifération des
cellules insulino-sécrétrices MING (172) et des cellules B de souris ou d’humains (173, 174). Est-
ce que la signalisation GPR120 dans les ilots est impliquée dans la prolifération des cellules 8 en
réponse aux acides gras? C'est ce que nous avons exploré. Pour cela, nous avons traité des flots
isolés de souris pendant 48h, avec du glucose (16,7 mM), du CpdA et de I'EdU pour mesurer la
prolifération. Par méthode immunohistochimique et de cytométrie en flux (FACS), nous
observons que le CpdA stimule la prolifération des cellules B, mais non a, dans des flots isolés de
souris WT (Figure 11, A et B). Par FACS, nous avons ensuite étudié I'effet d’une délétion de
GPR120 spécifiquement dans les cellules & (6KO). Le CpdA stimule la prolifération des cellules B,
mais non a, dans des flots isolés de souris WT, Flox, SST-Cre et 6KO. Ces résultats suggérent que
la signalisation GPR120 dans les cellules & n’est pas responsable du role prolifératif de I'activation

de GPR120 dans les flots (Figure 11, C et D).
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Figure 11.— La délétion de GPR120 dans les cellules 6 pancréatiques ne bloque pas I'action du
CompoundA (CpdA) sur la prolifération des cellules B. Des ilots isolés de souris males de 10-
14 semaines sauvages (WT), avec I'exon 1 du gene codant pour GPR120 entouré de site LoxP
(FLOX), exprimant I'enzyme Cre recombinante sous le controle du promoteur de la
somatostatine (SST-Cre) ou avec une délétion de GPR120 dans les cellules produisant la
somatostatine (6KO) ont été traités pendant 48 h pour mesurer la prolifération en réponse au
CpdA. Le milieu de culture RPMI-1640 contenait 10 % de sérum fcetal bovin, 100 unités/ml de
pénicilline, 100 pg/ml de streptomycine et de I'EAU pour mesurer la prolifération, en réponse
a une stimulation par le glucose (H: 16,7 mM). A ce milieu pouvait étre ajouté 'agoniste de
synthétiqgue de GPR120 Compound A 50 uM (CpdA, 50 uM). Les cellules B ont été marquées
avec des anticorps anti-insuline (A et C) et anti-glucagon (GCG) (B et D) et les cellules comptées
par cytométrie en flux. Valeurs comparées par ANOVA a 2 voies, suivis de comparaisons
appariées avec une correction de Dunnett comparant les différentes conditions a la condition
16,7 mM +ETOH. *: p<0,05; **:. p<0,005; ***:. p<0,0005; ****:. p<0,0001; ns: non-

significative. Moyenne * écart-type. Données récoltées avec Marine Croze.
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2.1.4.2 Le rOle des récepteurs aux acides gras GPR120 et GPR40 dans I’'homéostasie du

glucose, étude in vivo chez la souris

2.1.4.2.1 Contribution aux résultats
Dans I'étude de suivi in vivo comparant les génotypes GPR120 et GPR40, j'ai fait le suivi
hebdomadaire des colonies qui consistait a peser les souris, relever la glycémie et la quantité de
nourriture consommée, et prélever le plasma lorsque nécessaire. Il en va de méme durant les
tests métaboliques, réalisés avec Grace Fergusson et Mélanie Ethier de la plateforme de
phénotypage métabolique du CRCHUM, qui ont réalisé les différents injections ou gavages et
mené le CHG. Pour les données présentées dans ce mémoire, j'ai compilé les données et réalisé
les analyses et graphiques avec des modeles faits par Marine Croze. Cette derniére a fait le devis,

planifié, organisé et supervisé le projet.

2.1.4.2.2 Les souris mdles sous une diéte normale (CHOW)
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Figure 12.— La double délétion de GPR120 ou GPR40 n’a pas d’effet majeur sur 'lhoméostasie
énergétique chez la souris male. Dés 6 semaines, des souris males de souches C57BL/6N avec
une délétion constitutive de GPR120 (GPR120K0O), GPR40 (GPR40KO) ou une double délétion
de GPR120 et GPR40 (DbleKO) ont été suivies pendant 24 semaines. Le poids (A), la quantité
de calories consommeées (B) ont été relevés hebdomadairement. La composition corporelle a

été mesurée par Echo MRI (C). Les groupes comptaient 9-12 souris. Moyenne + écart-type.
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Apreés avoir été sevrées, les souris ont été nourries avec une nourriture normale CHOW ad libidum
jusqu’a I'age de 30 semaines. L’absence des récepteurs a acides gras n’a influencé ni le gain de

poids, ni la quantité totale de calories consommées, ni la masse grasse (Figure 12, A a C).
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Figure 13. - Le récepteur aux acides gras GPR120 est impliquée dans le contrdle de la glycémie en état
de jeine chez la souris male. Dés 6 semaines, des souris males ont été observées pendant 24
semaines. La glycémie nourries (B) et a jeun (C) ont été relevées régulierement. Un test de
tolérance a une dose de 1 g/kg de glucose (0GTT) a été réalisé chez les souris a 10-12 semaines
(F) et 18-20 semaines (G) durant lesquels la glycémie a été relevée aux temps t=0, 15, 30, 45,
60, 90 et 120 minutes, et l'insulinémie mesurée aux temps t=0, 15 et 30 minutes,
lorsqu’indiquée. La résistance a l'insuline a été mesurée avec l'injection i.p. d’'une dose de
0,75 U/kg d’insuline et la glycémie relevée aux temps t=0, 5, 15, 30, 45, 60, 90 et 120 minutes.
La Kitt mesure le taux de retrait du glucose du plasma pendant ce test. Moyennes comparées
par ANOVA a une ou 2 voies pour mesures répétées suivie de comparaisons appariées avec
une correction de Tukey lorsque qu’indiqué. Dans le cas d’interaction significative entre les
facteurs temps et génotype, des comparaisons appariées avec une correction de Tukey ont
permis d’étudier a chaque temps I'effet du génotype Les groupes comptaient 9-12 souris. # :

WT vs DbleKO p<0,05; $ : WT vs 120 KO p<0,05. n.s : non-significatif. Moyenne + écart-type.
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Pour déterminer si les récepteurs sont impliqués dans le controle de la glycémie, nous avons
régulierement mesuré le glucose sanguin a I'état nourri et a jeun. L'absence des récepteurs
modifie la glycémie moyenne a jeun (Figure 13, A) (p<0,05). Les souris GPR120KO (10,0 + 1,0 mM)
et DbleKO (10,0 £ 0,6 mM) ont une glycémie significativement plus haute que les WT (8,8 + 0,5
mM) (p<0,0005 et P<0,0001, respectivement). Les souris GPR40KO (9,2 + 0,5 mM) ont une
tendance non significative a avoir une glycémie moyenne plus faible que les DbleKO (p=0,053).
Nous ne notons pas de différences sur la glycémie nourrie (Figure 13, B). La glycémie a jeun est
un bon indicateur d’homéostasie glucidique perturbée et est principalement le reflet de la
production de glucose par le foie (75% du glucose en circulation). Ces résultats suggérent un effet

de GPR120 dans I’homéostasie du glucose, mais non de GPR40.

Pour vérifier si la réponse insulinique apres ingestion de glucose est efficace, un test
d’hyperglycémie oral (0GTT) provoquée a été effectué a 10-12 et 18-20 semaines (Figure 13, C et

E). Nous n’observons par de différences dans la tolérance au glucose.

Pour évaluer la sensibilité a l'insuline en périphérie, nous avons effectué un iplTT a 14-16
semaines. En réponse a une injection intra-péritonéale d’insuline, nous mesurons les variations
de glucose sanguin et calculons le taux de disparition du glucose du plasma (Kirr). Nous
n’observons aucune différence a cet égard entre nos souris (Figure 13, D). Toutefois ce test n’est

pas assez sensible pour conclure que les souris ont une sensibilité a I'insuline semblable.
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Figure 14.— Le récepteur aux acides gras GPR120 agit dans le contréle la glycémie en condition

d’hyperglycémie. Nous avons réalisé un clamp hyperglycémique durant lequel les souris males
recoivent une infusion de dextrose 10 % par un cathéter implanté dans la veine jugulaire. Une
hyperglycémie entre 15,7 et 19,7 mM était maintenue entre t=50 min et t= 80 min. Ensuite,
les souris ont regu une injection d’'une dose de 1,25 g/kg de L-arginine (C). La glycémie (A) et
I'insulinémie (B, C et E) ont été relevées tout au long du test ainsi que les niveaux de C-peptide
durant la période de clamp (F). La quantité de glucose nécessaire a maintenir I’hyperglycémie
est illustrée par le taux d’infusion de glucose (GIR, Figure D). La clairance de l'insuline (G) est
le ratio d’insulinémie moyenne (E) et de la C-peptidémie moyenne durant la durée de clamp
(F). La sensibilité a I'insuline (H) et le ratio de la quantité de glucose nécessaire pour maintenir
I’hyperglycémie (D) sur l'insulinémie moyenne durant cette méme période (E). L'indice de
disposition est le produit de la sensibilité a I'insuline (H) sur la C-peptidémie (F) moyenne
durant la période de clamp. *: différence significative au seuil p<0,05 calculée par une ANOVA
a une voie suivie de comparaisons multiples avec une correction de Tukey pour comparer les

génotypes deux a deux. n.s : non-significatif. Moyenne + écart-type.
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La meilleure fagcon d’évaluer la sécrétion d’insuline est un clamp hyperglycémique (CHG).
L’objectif est de mesurer la capacité des flots a sécréter de I'insuline en réponse au glucose. Pour
cela, nous avons infusé du glucose par un cathéter pour amener les souris a un état
hyperglycémique pendant 30 min. Nous observons que les souris DbleKO (15,9 + 14,2 mg/kg/min)
ont besoin de moins de glucose que leurs congénéres GPR40KO (44,3 + 14,3 mg/kg/min) (p<0,05)
et WT (44,6 + 31,3 mg/kg/min) (p<0,05) pour maintenir I’hyperglycémie (Figure 14, D). Cela n’est
pas dd a une diminution de la sécrétion d’insuline par les flots, les quantités de C-peptide ainsi
que la capacité sécrétoire maximale stimulée par I'arginine ne variant pas (Figure 14, C, E et F).
Dans un contexte de Rés.l, la sécrétion d’insuline va étre augmentée pour maintenir la tolérance
au glucose. Des niveaux semblables de sécrétion d’insuline n’indiquent donc pas une fonction des
cellules B semblable. L'indice de disposition (DI), produit de la sensibilité a I'insuline et de la
guantité de C-peptide sécrétés pendant le clamp, est I'indice le plus approprié pour mesurer cette
derniére. Nous observons que cet index differe selon le génotype (p<0,05), les souris DbleKO (431
+ 400 mg/kg/min*pM) ayant un DI significativement plus faible que les GPR40KO (986 + 325
mg/kg/min*pM) (p<0,05) et une tendance non significative a avoir un indice plus faible que les
WT (937613 mg/kg/min*pM) (p=0,0728) (Figure 14, H). L'indice de disposition définit la relation
entre la Rés.| et la sécrétion d’insuline, et mesure la fonction des cellules B. On peut conclure que
dans un contexte de Rés.l, la sécrétion d’insuline en réponse au glucose est diminuée chez les
souris Dble KO, un effet probablement d{ a la perte de GPR120. Nous ne percevons toutefois pas
de Rés.l lors de ce test (Figure 14, H). On peut conclure que dans un contexte de Rés.l, la sécrétion
d’insuline en réponse au glucose est diminuée chez les souris Dble KO, un effet principalement

dd a la perte de GPR120.
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Tableau 1. — Etude du rdle des récepteurs aux acides gras GPR120 et GPR40 dans le métabolisme

énergétique des souris males

WT (n=9) GPRAOKO (n=9) GPR120KO (n=9) DbleKO (n=12)

POIC!S g?g.n.e 60,0 £ 14,0 61,8 +24,1 64,8 + 15,1 64,8 + 18,5
(% poids initial)

Nourriture 1849 + 115 1898 + 248 1850 + 175 1808 + 178
(Kcal total)
Masse grasse 273+82 28,856 28,1+6,9 28,1+6,2

(%poids total)

Masse maigre
4+62 + + 1+4,4
(S6volds tobal] 60,4 £ 6, 58,8453 58,8+6,3 59,1+ 4,
Glycémie 10-12 8,1+0,5" 8,6+1,0 8,8+0,8 9,5 + 1,0
(mMm)
Glycémie 22-24 (mM) 9,2 +0,95 9,7+1,0 10,6 + 1,25 10,1+ 1,2
Insuline 18-20 1,5+1,2 1,4+0,9 1,8+1,1 1,6+1,0
(ng/mL)

L'absence de GPR120 et GPR40 n’a pas eu d’effet significatif sur le métabolisme énergétique. Des
souris males ont été observées pendant 24 semaines. Nourriture : quantité totale de nourriture
consommée, convertie en Kcal. Sont rapportées la glycémie a jeun aux semaines 10-12 et 22-24,
ainsi que 'insulinémie aux semaines 18-20. Les résultats ont été comparés par ANOVA a une voie,
suivi de comparaisons appariées avec une correction de Tukey. & : WT vs GPR40KO p<0,05; $ :
WT vs GPR120KO p<0,05; #: WT vs DbleKO p<0,05; €: GPR40KO vs GPR120KO p<0,05; ©:
GPR40KO vs DbleKO p<0,05; ¥ : GPR120KO vs DbleKO p<0,05. Moyenne + écart type.
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2.1.4.2.3 Les souris mdles sous une diéte riche en gras (HFD)
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Figure 15. — La double délétion de GPR120 ou GPR40 n’a pas sur la réponse a la diete HFD chez la souris

male. Des souris males de souches C57BL/6N ont été observées pendant 12 semaines sous

une diéte dont 60 % des calories proviennent du gras (HFD). En paralléle, un groupe contréle

consommait une diete réguliére de laboratoire (CD). Le poids (A) et la quantité de nourriture

consommée (B) ont été relevés hebdomadairement. La composition corporelle a été mesurée

par échographie par résonnance magnétique-IRM (C). La sécrétion des cellules a a été évaluée

lors d’un test de stimulation a une dose de 1,25 g/kg de L-arginine injecté i. p. La glycémie (D,

H) et glucagonémie (E, I) ont été mesurées a t=0,10, 30 minutes. Un test de tolérance a une

dose de 1 g/kg de glucose (0GTT) a été réalisé chez les souris a 20 semaines durant lesquels

la glycémie a été relevée aux temps t=0, 15, 30, 45, 60, 90 et 120 minutes (F, J), et I'insulinémie

mesurée aux temps t=0, 15 et 30 min (G, K). Les groupes comptaient 6-8 souris. ns: non

significatif. Moyenne + écart-type.



Le modeéle de souris suivant une diéte riche en gras, qui mime la diete occidentale, est utilisé pour
étudier le développement de I'obésité. Cette alimentation offre une bonne représentation de
I"augmentation de la consommation de nourriture riche en calories dans nos sociétés. Ici, nous
avons étudié le réle que jouent les récepteurs aux acides gras GPR120 et GPR40 dans le
développement de I'obésité et les perturbations métaboliques qui y sont associées. Pour cela, les
souris consommaient exclusivement, a partir de 'age de 8 semaines et jusqu’a 20 semaines, une
nourriture dont 60% des calories proviennent du gras. Un groupe apparié sous diete CHOW
servait de controle (CD). La diéte HFD a bien induit un gain de poids plus important (69,7 + 14,6
% vs 34,4 £ 6,1 %) et une glycémie plus élevée comparativement au contrble (Tableau 2). Nous
n’observons pas de différences dans le poids gagné (Figure 15, A et Tableau 2) ou la composition
corporelle sous HFD (Figure 15, B-C et tableau 2). Le génotype a une tendance non significative a
modifier la quantité d’énergie consommée par les souris (p=0,065) avec les souris DbleKO (1024
Kcal £73) qui consomment moins de calories que les WT (1148 Kcal +105) (p=0,037) et que les
GPR120KO (1156 Kcal + 73,14) (p=0,044) (Figure 15, B). Il a été montré que la sécrétion de
glucagon des cellules a était diminuée chez des souris sans GPR120 (108). L'obésité est associée
a une sécrétion de glucagon par les cellules a excessive et promeut la Rés.|, prédisposant au DT2.
Nous avons donc mesuré la capacité sécrétoire des cellules a avec un test de stimulation a
I'arginine a 16 semaines, apres 8 semaines de HFD. L'arginine est un acide aminé polaire qui
stimule la sécrétion d’insuline par les cellules B rapidement aprés son injection, pour une courte
durée (<5 min). Une méme dose d’arginine stimule aussi la sécrétion de glucagon par les cellules
a, un effet visible sur une plus longue durée (ici 30 minutes). Nous observons bien une
augmentation de la sécrétion de glucagon lors du test chez les souris obéses sous HFD
comparativement au controle (Figures 15, E et |), sans effet du génotype. L'oGTT effectué a la fin
du suivi chez les souris rendues obéses ne montre pas de différence dans la tolérance au glucose
(Figure 15, F a K). On observe qgu’une plus grande quantité d’insuline est sécrétée
comparativement aux souris controles CD (Figure 15, G vs K et Tableau 2). Cependant, nous
n’observons pas d’effet de la délétion des récepteurs sur la sécrétion d’insuline (Figure 15, J et

Tableau 2). Chez la souris male, ces résultats montrent que les récepteurs a acides gras GPR120
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et GPR40 ne jouent pas de réle important dans la régulation de la glycémie, et qu’ils ne sont pas

impliqués dans le développement de I'obésité et I'insulinorésistance qui I'accompagne.
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Tableau 2. - Etude du rdle des récepteurs aux acides gras GPR120 et GPR40 dans le métabolisme

énergétique des souris males sous HFD

WT GPR40KO GPR120KO DbleKO
CHOW (n=8) HFD (n=7) [CHOW (n=7) HFD (n=7) |CHOW (n=7) HFD (n=7) | CHOW (n=7) HFD (n=7)
Gain de poids
(% poids initial) 39,8+9,1 88,3+29,2"| 41,1+5,8 67,7+9,7° | 420+51 89,5+16,1"| 358+11,8 85,7+28,1"
Nourriture
(Kcal totales) 973+56 1148 +103 | 1010+53 1044+761 | 982+736 1116+120| 938+130 1057 + 101
Masse grasse
(% poids total) 18,9+4,2 26,4+13,8"| 209+4,9 24,0+9,4" | 19,5t45 32,4+12,3"| 154163 20,2+1372"
Masse maigre
(%poids total) 67,8+3,7 62,4+123"| 653+3,1 62,2+7,8 | 66,1+3,7 56,2+11,7"| 72,3+2,9 57,9+11,2"
Glycémie 14-16
(mM)* 8,3+0,9 9,4+2,0 8,7+1,2 10,1+0,8 9,2+1,2 10,4+1,2 8,9+0,9 10,6 +1,0
Glycémie 18-20
(mM)* 8,8+1,0 9,8+1,3 9,6+0,9 10,1 +1,1 9,8+0,8 11,1+1,0 96+1,4 12,0+2,3
ASCocr120
5736 + 2055 5900 + 1237|4854 + 2150 5285 + 1185|4636 + 1920 4386 +1290 (5170 + 1608 4414 + 3041
(UA)
Insuline 18-20
1,8+1,5 5,04%3,2 1,4+0,5 33+1,8 1,4+0,4 48+2,1 1,0+£0,9 51+2,5
(ng/mI)*

Des souris males ont été observées pendant 12 semaines sous HFD ou diete normale CHOW.

Nourriture : quantité totale de nourriture consommeée, convertie en Kcal. Sont rapportées la

glycémie a jeun aux semaines 14-16 et 18-20, ainsi que L'ASC de la glycémie lors de I'oGTT

(ASCoe1r20) et I'insulinémie aux semaines 18-20. Les résultats ont été comparés lors d’ANOVA a

deux voies, avec le génotype et la diete comme facteurs, suivi de comparaisons appariées avec

une correction de Tukey pour comparer |'effet du génotype au sein d’'une méme diéte * : CD vs

HFD = p<0,05. & : WT vs GPR40KO p<0,05; $ : WT vs GPR120KO p<0,05; # : WT vs DbleKO p<0,05;

€ : GPR40KO vs GPR120KO p<0,05; © : GPR40KO vs DbleKO p<0,05; ¥ : GPR120KO vs DbleKO

p<0,05. Moyenne + écart type.
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2.1.4.2.4 Les souris femelles sous diéte réguliere (CHOW)
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Figure 16. — Le récepteur a acides gras GPR120 participe a la régulation du poids chez la souris femelle
Dés 6 semaines, des souris femelles de souches C57BL/6N avec une délétion constitutive de
GPR120 (GPR120KO), GPR40 (GPR40KO) ou une double délétion de GPR120 et GPR40
(DbleKO) ont été suivies pendant 24 semaines. Le poids (A) et la quantité de nourriture
consommée ont été relevés hebdomadairement (B). La composition corporelle a été mesurée
par IRM (C). Moyennes comparées par ANOVA a 2 voies pour mesures répétées suivies de
comparaisons appariées avec une correction de Tukey lorsque qu’indiqué. Dans le cas
d’interaction significative entre les facteurs temps et génotype, des comparaisons appariées
avec une correction de Tukey ont permis d’étudier a chaque temps I'effet du génotype. Les

groupes comptaient 9-11 souris. $ : WT vs 120 KO p<0,05. Moyenne + écart-type.

Chez la souris femelle, I'absence des récepteurs a acides gras a eu un effet plus important que
pour les males. Le génotype influe sur la facon dont le poids des souris évolue au cours du temps
(p<0,005) (Figure 16, A). Ces différences proviennent du fait que les souris GPR120KO sont
significativement plus massives que les WT dés la premiére semaine du suivi (15,9 + 1,9 g
comparativement a 19,0 + 1,3 g) et cette tendance se confirme dans les 4 derniéres semaines
avant le sacrifice, quand les souris WT pésent alors 24,6 1,5 g comparativement a 28,1+ 3,7 g
pour les GPR120KO (p=0,0615). Le génotype influe aussi sur la masse grasse a la fin du suivi
(p=0,023) (Figure 16, C), les souris GPR120KO ayant une plus grande masse grasse (23,7 £ 6,9 g)
gue leurs congénéeres WT (15,8 + 4,1 g) (p=0,012) (Figure 16, C). Cette différence ne provient pas

de la prise alimentaire (Figure 16, B).
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— Les récepteurs a acides gras GPR120 et GPR40 participent au contréle de la glycémie chez
la souris femelle. Dés 6 semaines, des souris femelles de souches C57BL6N avec une délétion
constitutive de GPR120 (GPR120K0O), GPR40 (GPR40KO) ou une double délétion de GPR120
et GPR40 (DbleKO) ont été suivies pendant 24 semaines. La glycémie nourrie (B) et a jeun (A)
ont été relevées régulierement. Un test de tolérance a une dose de 1 g/kg de glucose (0GTT)
a été réalisé chez les souris a 10-12 semaines (F) et 18-20 semaines (G), durant lesquels la
glycémie a été relevée aux temps t=0, 15, 30, 45, 60, 90 et 120 minutes, et l'insulinémie
mesurée aux temps t=0, 15 et 30 minutes, lorsqu’indiquée. La résistance a l'insuline a été
mesurée avec l'injection i.p. d’'une dose de 0,75 U/kg d’insuline et la glycémie relevée aux
temps t=0, 5, 15, 30, 45, 60, 90 et 120 minutes. Le Kit représente le taux de disparition de
glucose du plasma. Moyennes comparées par ANOVA a une voie ou 2 voies pour mesures
répétées suivies de comparaisons appariées des génotypes avec une correction de Tukey.
Dans le cas d’interaction significative entre les facteurs temps et génotype, un post hoc de
Tukey a permis de comparer a chaque temps I'effet du génotype. Les groupes comptaient 9-
11 souris. # : WT vs DbleKO p<0,05; $ : WT vs 120KO p<0,05 ; © : 40KO vs DbleKO p<0,05; ¥ :
120KO vs DbleKO p<0,05 ; &: WT vs 40KO p<0,05. n.s : non significatif. Moyenne * écart-type.
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Les récepteurs sont impliqués dans le controle de la glycémie. Le génotype influe sur la
concentration de glucose dans le sang a jeun (p<0,0001), chaque génotype ayant une glycémie
moyenne significativement différente des autres, excepté pour les GPR120 et GPR40KO qui ont
une tendance non significative a différer (p=0,062). Une délétion de GPR40 (7,3 £ 0,4 mM) ou
GPR120KO (7,7 £ 0,1 mM) cause une hyperglycémie similaire comparativement aux souris WT
(6,6 £ 0,1 mM) (p<0,001). Cet effet est amplifié en I'absence des deux récepteurs avec une
glycémie de 8,1 + 0,4 mM (p<0,05), suggérant un effet additif de GPR120 et GPR40 dans le
métabolisme du glucose (Figure 17, A). Le méme effet est observé avec la glycémie nourrie
moyenne au cours du suivi (p<0,005) : La délétion de GPR40 (7,8 £ 0,4 mM) et GPR120 (7,7 £ 0,2
mM) cause une hyperglycémie par rapport aux souris WT (7,5 + 0,2 mM) (p<0,0001 et p<0,005,
respectivement) (Figure 17, B). L'absence de différence entre les souris GPR120 et GPR40
(p=0,375) suggére que ces récepteurs sont similairement impliqués dans la régulation de la
glycémie. De plus, la double délétion de GPR120 et GPR40 a un effet additif (8,1 £ 0,4 mM), et
entraine une glycémie moyenne significativement plus élevée que I'absence de GPR120
(p<0,0001) ou GPR40 (p<0,05). Pris ensemble, ces résultats montrent que chez les femelles,
contrairement aux males, GPR120 et GPR40 ont un role complémentaire additif dans le maintien
de la glycémie. Les oGTT a 10-12 et 18-20 semaines n’ont révélé aucun effet du génotype sur la
tolérance au glucose, sur la capacité a sécréter de l'insuline en réponse a une glycémie élevée

(Figure 17, C et E) ou sur la sensibilité a I'insuline mesurée lors d’un ipITT (Figure 17, D).
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Figure 18. — Caractérisation de ’homéostasie du glucose lors d’un clamp hyperglycémique. Nous avons
réalisé un clamp hyperglycémique durant lequel les souris femelles recoivent une infusion de
dextrose 10 % par un cathéter implanté dans la veine jugulaire. Une hyperglycémie entre 14,5
et 17,7 mM était maintenue entre t=50min et t= 80 min. Ensuite, les souris ont recu une
injection d’une dose de 1,25 g/kg de L-arginine (C). La glycémie (A) et I'insulinémie (B, C et E)
ont été relevées tout au long du test ainsi que les niveaux de C-peptide durant la période de
clamp (F). La quantité de glucose nécessaire a maintenir I’hyperglycémie est illustrée par le
taux d’infusion de glucose (GIR, Figure D). La clairance de linsuline (G) est le ratio
d’insulinémie moyenne (E) et de la C-peptidémie moyenne durant la durée de clamp (F). La
sensibilité a I'insuline (H) et le ratio de la quantité de glucose nécessaire pour maintenir
I’hyperglycémie (D) sur I'insulinémie moyenne durant cette méme période (E). L'indice de

disposition est le produit de la sensibilité a I'insuline (H) sur la C-peptidémie (F) moyenne
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durant la période de clamp. Les groupes comptaient 9-10 souris. n.s: non-significatif.

Moyenne * écart-type.

Lors du clamp hyperglycémique, nous n’avons observé aucun effet significatif du génotype sur le
GIR (Figure 18, C), l'insulinémie (Figure 18, D), la C-pepidémie (Figure 18, E), la clairance de
I'insuline (Figure 18, F), la sensibilité a I'insuline (Figure 18, G) ou l'indice de disposition de
I'insuline (Figure 18, H). Cependant, il y a une tendance non significative du GIR a étre différent
selon le génotype (p=0,071), un effet qui proviendrait de la différence dans la tolérance au glucose
entre les souris WT (101,2+30,8 mg/kg/min) et DbleKO (57,9 + 39,0 mg/kg/min) (p=0,065). Ces
résultats suggerent un réle additif de GPR120 et GPR40 dans I’homéostasie du glucose, observés
sur la glycémie. La tolérance au glucose semble plus faible chez les DbleKO lors du clamp, et Ia

difficulté a clamper les souris rend I'analyse de la fonction sécrétoire des cellules B compliquée.
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Tableau 3.— Etude du rdle des récepteurs aux acides gras GPR120 et GPR40 dans le métabolisme

énergétique des souris femelles

wT GPR40KO GPR120KO DblekO
(n=10) (n=9) (n=11) (n=11)
Poids gagné 53,1+13,7 54,0 + 13,3 54,5 + 16,4 58,7 + 20,4
(% poids initial)
Nourriture 1926 + 110 1890 + 120 1852 + 168 1877 + 160
(Kcal totales)
Masse grasse
15,8 + 4,15 19,1 +6,1 23,7+ 6,9 202+7,1
(%poids total) >8+4, 916, 3,7£679 0 !
Masse maigre
+ $ + + $ +
(poids total) 71,3438 67,1+6,1 63,6 5,5 66,6 + 6,3
Glycémie 10-12 6,6 + 0,65 6,7 + 0,560 7,7 + 0,66 7,7 +0,8"©
(mmol/I)
Glycémie 18-20 o o, () 7548 7,4+ 0,68 7,9+0,55 8,3+0,8"
(mmol/I1)
Insuline 18-20 0,3+0,5 0,440, 0,5+0,7 0,6 +0,2
(ng/ml)

GPR120 et GPR40 sont impliqués dans le maintien de la glycémie a jeun. Des souris femelles de

souches C57BL/6N avec une délétion de GPR40 (GPR40KO), GPR120 (GPR120KO) ou les deux

(DbleKO) ont été observées a partir de 6 semaines pendant 24 semaines, et comparées a leurs

congéneres WT. Les résultats ont été comparés par ANOVA a une voie, suivi de comparaisons

appariées avec une correction de Tukey. # : WT vs DbleKO p<0,05; $ : WT vs 120 KO p<0,05; © :

40 KO vs DbleKO p<0,05; €: 40 vs 120 KO p<0,05; & : WT vs 40 KO p<0,05. Moyenne % écart-

type.
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2.1.4.2.5 Les souris femelles sous une diéte riche en gras (HFD)
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Figure 19. - La double délétion de GPR120 et GPR40 n’a pas d’effet majeur sur ’homéostasie du
glucose chez la souris femelle sous HFD. Des souris femelles ont été observées pendant 12
semaines sous une HFD. En parallele, un groupe contréle consommait une diete réguliere de
laboratoire (CD). Le poids (A) et la quantité de nourriture consommée (B) ont été relevés
hebdomadairement. La composition corporelle a été mesurée par échographie par
résonnance magnétique (echo-MRI) (C). La fonction des cellules a a été évaluée lors d’un test
de stimulation a une dose de 1,25 g/kg de L-arginine injectée i.p. La glycémie (D, H) et
glucagonémie (E, I) ont été mesurées a t=0, 10 et 30 minutes. Un test de tolérance a une dose
de 1 g/kg de glucose (oGTT) a été réalisé chez les souris a 20 semaines durant lesquels la
glycémie a été relevée aux temps t=0, 15, 30, 45, 60, 90 et 120 minutes (F, J), et I'insulinémie
mesurée aux temps t=0, 15 et 30 min (G, K). Les groupes comptaient 6-7 souris. n.s: non-

significatif. Moyenne + écart-type.
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Similairement a ce qui est observé chez les males, la diéte HFD a rendu les souris obéses,
indépendamment du génotype. Collectivement, les souris sous HFD ont un poids qui a augmenté
de 70,2 £ 27,4% aprés 12 semaines, comparativement a 31,0+ 7,0 % pour les contrdles sous diéte
CHOW (Figure 19, A et Tableau 4). Les souris sous HFD avaient des masses grasses similaires
(Figure 19, C) et avaient consommé autant de calories (Figure 19, B). La diete HFD a entrainé une
augmentation de la glycémie chez les souris comparativement au contrdle a 16 semaines,
cependant cet effet hyperglycémiant disparait 4 semaines plus tard chez les WT, mais persévére
chez les GPR40KO, GPR120KO et DbleKO (Tableau 4). Il est reconnu que la diéte HFD chez des
souris femelles C57BL/6N n’entraine pas une hyperglycémie (175), et c’est ce que nous observons

a la fin de notre étude chez les souris WT.

L’absence de GPR120 rend les souris femelles moins sensibles a la diete HFD. Nous ne notons pas
d’effet du génotype sur la glycémie (Tableau 4). Lors du test de stimulation a I’arginine, nous
n‘observons pas d’effet du génotype sur la sécrétion de Glucagon (Figure 19, D a I).
Comparativement aux souris contréle, nous observons une hyperglucagonémie lors de ce test
provoqué par la diete HFD. L'oGTT réalisé a la fin du suivi indique une différence dans la tolérance
au glucose entre les génotypes (Figure 19, F a K) (p<0,05). De fagon surprenante, les souris DbleKO
semblent retirer plus vite le glucose de leur circulation (p=0,05) que leur congénéres WT (Figures
19, F et J). Cette tendance est retrouvée chez les souris GPR120KO (p=0,069), I'absence de
GPR120 semble donc étre la cause de cet effet. En revanche, aucune différence n’est observée
dans la sécrétion d’insuline pendant ce test, suggérant un début de Rés.| plutét qu’une atteinte
des cellules B (Figures 19, G et K). La diete HFD a rendu les souris plus intolérantes au glucose

indépendamment du génotype (p=0,05).
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Tableau 4. — Etude du rdle des récepteurs aux acides gras GPR120 et GPR40 dans le métabolisme

énergétique des souris males sous diete HFD

WT GPR40KO GPR120KO DbleKO
CHOW(n=7) HFD(n=7) |CHOW(n=6) HFD(n=8) |CHOW(n=6) HFD(n=7) | CHOW(n=8) HFD(n=8)
Gain de poids
(% poids initial) | 38,3+10,0 80,2+31,4*| 356+9,2 929+46,6%| 37,5+83 84,1+24,2| 40,5+53 70,6+22,4
Nourriture
(Kcal totales) 1021+62 1053+85 | 1021+62 1090+108 | 994 +126 1110+137 | 1005+98 1080+ 128
Masse grasse
(% poids total) 125+3,3 24,9+139*| 13,2+3,2 23,1+129*| 16,0+3,9 21,8+10,9*%| 13,9+29 25,1+13,4*
Masse maigre
(%poids total) 73,7+3,0 63,1+11,9*%| 73,2+2,3 64,7+11,0*| 71,3+3,9 653+95*| 73,0+3,1 62,3+11,1*
Glycémie 14-16
(mm)* 7,1+0,8 7,2+0,8 7,1+1,2 8,1+0,9 7,5+0,9 8,2+1,4 7,8+0,8 8,5+0,9
Glycémie 18-20
(mm)* 6,9+0,9 7,7+1,0 6,6 +0,5 8,6 +0,9* 7,2+1,1 8,5+1,3* 7,8+0,9 9,3 +1,0*
ASCoc1120 *
5384 + 1499 8557+2943 (3994 + 2369 7016 + 3227 (5450 + 1745 4237+1558% | 4138 + 750 4561 + 1097*
(UA)
Insuline 18-20
0,5+0,3 1,5+0,8*% 0,3+0,1 1,2+0,8 0,7+0,5 16+1,1 0,4+0,2 1,7+1,1%*
(ng/ml)

Des souris femelles ont été observées pendant 12 semaines sous HFD ou diéte normale CHOW.

L'effet de la diete HFD a été comparé a celui d’une diete normale CHOW. Les résultats ont été

comparés lors d’ANOVA a deux voies, suivi de comparaisons appariées avec une correction de

Tukey pour chaque diéte. ASCos1720 : Air sous la courbe de la glycémie durant I'oGTT réalisé a 18-

20 semaines. & : WT vs GPR40KO p<0,05; $ : WT vs GPR120KO p<0,05; # : WT vs DbleKO p<0,05;

€ : GPR40OKO vs GPR120KO p<0,05; © : GPR40KO vs DbleKO p<0,05; ¥ : GPR120KO vs DbleKO. * :

CD vs HFD p<0,05. Moyenne * écart type
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2.1.5 Discussion et conclusions

2.1.5.1 L’activation de GPR120 dans les ilots de Langerhans ex vivo potentialise la sécrétion

d’insuline
L’homéostasie du glucose est régulée par plusieurs signaux, dont le glucagon ainsi que I'insuline
qui jouent des roles cruciaux a cet égard. GPR120 est exprimé dans les cellules des flots
pancréatiques; il est activité par les acides gras a longue chaine et est une cible thérapeutique
considérée pour le DT2 de par ses effets sur le métabolisme et sa capacité a augmenter la
sécrétion d’insuline par les ilots. Cependant, I'étude du role précis de GPR120 dans le
métabolisme et la fonction des flots est compliquée par I'existence de GPR40, un autre récepteur
aux acides gras, et par le fait que GPR120 est exprimé dans les cellules principales des flots : a, B
et 6. Les agonistes synthétiques spécifiques a GPR120 (CpdA et AZ13581837) potentialisent
comme attendu la SISG et la sécrétion de glucagon en réponse a I'arginine. L’effet du CpdA sur la
SISG disparait chez les souris GPR120KO et est maintenu chez les souris GPR40KO, confirmant la

spécificité de la molécule.

2.1.5.2 L'activation in vivo de GPR120 améliore la tolérance et la sécrétion d’insuline, en

plus de potentialiser la sécrétion de glucagon
L'activation in vivo de GPR120 montre un effet positif du CpdA sur la tolérance et la sécrétion
d’insuline en réponse au glucose, ainsi que la sécrétion de glucagon en réponse a une dose
d’arginine. Oh et al. (176) avaient précédemment démontré que l'ingestion chronique de CpdA
avec une diete obésogéne riche en gras permettait, apres 5 semaines d’améliorer la tolérance au
glucose, la sensibilité a I'insuline et la sécrétion d’insuline comparativement a la diete HFD seule,
un effet qui disparait avec une délétion de GPR120. Nous montrons qu’une ingestion unique de
CpdA améliore ces mémes paramétres; |'efficacité d’une ingestion répétée reste a confirmer. En
effet, il a suggéré qu’une ingestion quotidienne de CpdA a une dose 30 mg/kg tendance a
diminuer la glycémie chez des souris male C57Bl/6J dans les premiers jours du traitement, mais
gue cet effet disparait aprés 10 jours (177). Il a été rapporté que chez des souris GPR120KO, la
sécrétion de glucagon, en réponse a l'arginine, était augmentée comparativement a des souris

WT (108), ce qui suggere que l'activation de GPR120 dans les flots diminue la sécrétion de



glucagon; cela va a I’encontre de nos observations avec le CpdA in vivo. Il est toutefois difficile de
tirer des conclusions de ce test : a différents moments pendant ce dernier, la sécrétion d’insuline
et de SST est augmentée. De plus, GPR120 est exprimé par les cellules entéroendocrines, ol
I'augmentation de la sécrétion de GLP-1 secondaire a I'activation de GPR120 dans ces cellules
inhibe la sécrétion de glucagon et stimule la sécrétion d’insuline par les flots (178). En paralléle,
la sécrétion de CCK par les cellules entéro endocrines stimule directement la SISG, la sécrétion de
glucagon en réponse au glucose ainsi que la SSRG (179). Mesurer la quantité de SST dans le plasma
ne serait pas tres indicatif de I’action directe du CpdA sur les ilots, la demi-vie de la protéine étant
courte et la majorité étant I'isoforme SST-28 provenant des intestins. Il faudrait prélever du
plasma directement dans la veine hépatique drainant le pancréas pour mesurer I'effet du CpdA
sur la sécrétion de SST par les flots in vivo. Nous montrons que I’activation de GPR120 dans les
cellules & potentialise la sécrétion de glucagon et de SST, et la logique veut que ces effets
proviennent en partie de la SST. Cependant, il faudrait utiliser un antagoniste compétitif de la SST,
comme la cyclo-SST pour montrer que le récepteur a SST est impliqué. En effet, on ne peut pas
exclure qu’un autre mécanisme soit impliqué; par exemple, les cellules 6 produisent aussi le PYY

(180) qui a un effet inhibiteur direct sur la sécrétion d’insuline et de glucagon (181).

2.1.5.3 L'activation de GPR120 ex vivo stimule la prolifération des B
L’activation de GPR120 dans les ilots stimule la prolifération des cellules B, possiblement en
diminuant la relache de SST, reconnue pour étre un inhibiteur de la prolifération cellulaire,
notamment des cellules § (174, 182). En inhibant la SISG, la SST inhiberait en méme temps I’effet
autocrine que l'insuline a sur la prolifération des cellules B (183). L’activation de GPR120 in vivo a
été reliée a une augmentation du nombre de cellules B, un effet attribué a I'augmentation de la
sécrétion de GLP-1 par les cellules entéroendocrines (184). Nous montrons ici qu’il y a aussi un
effet direct de I'activation de GPR120 dans les ilots sur la prolifération des cellules B. Exposé au
CpdA, nous observons une augmentation de la prolifération des cellules B dans les flots isolés de
souris WT. Nous supposions que cet effet prolifératif était secondaire a I'inhibition de la SST.
Toutefois, nous n’observons pas de perte de I'effet du CpdA dans les flots §120KO. Il est possible
gue le CpdA active GPR120 directement sur les B, stimulant la prolifération de facon direct ou

indirect en stimulant la sécrétion d’insuline. L'observation que GPR120 est surexprimé dans des
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cellules cancéreuses et favorise leur prolifération, indique que GPR120 peut étre directement
impliqué dans la prolifération cellulaire (185). Il reste toutefois a étudier la prolifération des
cellules B en réponse au CpdA sur des flots isolés de souris GPR120KO pour confirmer que |'effet

du CpdA sur la prolifération est bien d{ a I’activation de GPR120.

2.1.5.4 GPR120 est impliqué dans le controle de la glycémie a jeun et la réponse

compensatoire des cellules B a la résistance a l'insuline
Pour déméler les contributions respectives de GPR120 et GPR40 dans I’homéostasie du glucose
in vivo, nous avons comparé les phénotypes métaboliques de souris avec une double délétion de
GPR120 et GPR40 avec des souris ayant une simple délétion d’un de ces récepteurs. Notre étude
est la premiére a étudier cote a cote ces trois génotypes, ainsi qu’a étudier l'influence du sexe.
Nous n’observons pas d’effets majeurs sur le métabolisme énergétique chez les males DbleKO.
Nous observons que les femelles GPR120KO ont une plus grande masse grasse que les WT et sont
plus massives, similairement a ce qui est observé par Suckow et al. a 5 semaines (108). Cet effet
pourrait étre expligué par un métabolisme basal plus bas, comme cela a été observé par
calorimétrie indirect par Ichimura et al. chez des juvéniles (186). L’absence de GPR120 a aussi été
reliée a une augmentation de la taille des adipocytes, et stimuler GPR120 dans des adipocytes
primaires inhibe la lipolyse ce qui pourrait expliquer la plus grande masse grasse observée (177,
186). Nos résultats suggerent que GPR120 est impliqué dans ’lhoméostasie énergétique chez la
femelle, contrairement aux males. Ces résultats sont surprenants étant donné que l'effet de la
perte de GPR120 a précédemment été rapporté chez les males, mais provient peut-étre des
différentes souches de souris. En effet nos souris étaient de souches C57BL/6N tandis que pour

Suckow et al. (108), par exemple, nous ne savons pas quelles souches de C57BI/6 ont été utilisées.

Nous montrons que la délétion de GPR120 et GPR40 entraine une perturbation de ’lhoméostasie
du glucose. La glycémie moyenne est significativement plus élevée chez les souris males et
femelles en I'absence de GPR120 (GPR120KO et DbleKO). Chez le maéle, la délétion de GPR40 est
sans effet sur la glycémie tandis que chez la femelle, I'absence de I'un ou I'autre des récepteurs a

un effet semblable sur le contréle de la glycémie, et I'absence des deux a un effet additif.
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Nous n’observons pas d’hyperinsulinémie ni de différence dans la sensibilité a I'insuline. Un CHG
nous permet d’observer une nette intolérance au glucose chez les souris males DbleKO par
rapport au souris WT et 40KO (mesuré par le GIR), et cette tendance non significative se retrouve
chez la femelle. Ces résultats sont cohérents avec les mesures de glycémie qui indiquent que
GPR120 joue un role plus important que GPR40 dans I'homéostasie du glucose dans des
conditions basales. Lors du CHG, l'insulinémie, la C-peptidémie, la clairance et la sensibilité a
I'insuline ne different pas significativement entre les génotypes. L'indice de disposition, une
mesure de la compensation de la Rés.| par les cellules B plus faible chez les souris DbleKO montre
une altération de la fonction des cellules B et signifie que dans un contexte de Rés.l, ces souris
vont sécréter moins d’insuline que leur congénéres WT ou GPR40KO et seront moins aptes a
compenser pour la Rés.l. Ces résultats sont cohérents avec I'observation que I'amélioration des
mécanismes de signalisation cellulaire, en réponse aux lipides, sont impliqués dans la réponse
compensatoire des cellules B a la Rés.| et suggérent que GPR120 est nécessaire a ce processus
(187). La combinaison du plus faible GIR chez les souris GPR120KO et DbleKO, sans altération de
la production d’insuline ni de la clairance de l'insuline, avec une capacité compensatoire des
cellules B diminuée, suggerent qu’il y a une Rés.l. Pour évaluer la sensibilité a I'insuline, nous
aurions pu faire un clamp hyperinsulinémique et euglycémique, pendant lequel la production de
glucose hépatique est stoppée par I'infusion concomitante d’insuline. Malheureusement, il n’est
pas réaliste de réaliser les deux tests: ils sont terminaux. Dans un cas, on veut mesurer la
sécrétion d’insuline et dans 'autre, on veut mesurer la sensibilité a I'insuline en infusant de
I'insuline. L'utilisation d’un traceur radioactif comme le (3-3H) glucose permettrait, durant le
clamp, de localiser les organes captant moins de glucose et étant résistant a l'insuline. L'ipITT
effectué a 14 semaines n’est pas tres sensible et évalue la Rés.| indistinctement dans tous les
organes. Le CHG, lui, n’est pas concu pour mesurer la sensibilité a I'insuline. Il se peut, par
exemple, qu’il y ait une Rés.l dans le foie, montrée en I'absence de GPR120 par Oh et al (97). Dans
cet état, la néoglucogéneése n’est pas stoppée par I'insuline, et la production de glucose par le foie

est maintenu malgré I'hyperglycémie.
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2.1.5.5 L'activation de GPR120 dans les cellules 6 des ilots pancréatiques est responsable

de I'action insulinotropique et glucagonotopique de I'activation de GPR120 dans les ilots

ex vivo.
Nous avons confirmé que GPR120 est impliqué dans la potentialisation de la SISG ex vivo. Il a été
montré que la déplétion des AG en circulation inhibe la SISG et que les acides gras a longue
chaines stimulent la sécrétion d’insuline (188) et que I'amélioration des mécanismes de
signalisation cellulaire, en réponse aux lipides, est impliqué dans la réponse compensatoire des
cellules B ala Rés.l (187). Il se peut donc que I'absence de GPR120 inhibe en partie la GSIS lors du
clamp. Dans I’étude de la signalisation GPR120 ex vivo, une nouveauté apportée par notre étude
est de démontrer que la diminution de la sécrétion de SST observé en réponse a I'activation de
GPR120, conformément aux résultats obtenus par Stone et al. (98), est concomitante a
I"augmentation de la sécrétion d’insuline. Ces résultats suggérent que I'inhibition de la sécrétion
de SST pourrait causer I'augmentation de I'insuline. Suite a I’activation de GPR120 par le CpdA et
en réponse a l'arginine, la sécrétion de glucagon augmente aussi, en concordance avec Suckow
et al. (108), et la relache de SST diminue en parallele, ce qui renforce notre hypothése. Grace a
des Tlots isolées de souris GPR120KO, nous montrons que l'effet du CpdA sur la sécrétion
d’hormones provient de GPR120. En effet, en I'absence de GPR120, le CpdA est sans effet sur la
sécrétion d’insuline, glucagon et SST. Une délétion de GPR120 spécifiqguement dans les cellules &
a le méme effet qu’une délétion compléte, avec une perte d’effet du CpdA sur la sécrétion
d’insuline et de SST, ainsi qu’une diminution de son effet sur le glucagon. Ces résultats montrent
gue l'activation GPR120 dans les cellules & est responsable en grande partie de I'effet
insulinotropique et glucagonotropique de 'activation de GPR120 dans les ilots. Ces résultats sont
cohérents avec différentes observations montrant que GPR120 est exprimé principalement dans
les & des flots, par immunohistochimie (98) et analyse transcriptomique (68). L’activation in vivo
de GPR120 améliore la tolérance et la sécrétion d’insuline, en plus de potentialiser la sécrétion

de glucagon.
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2.1.5.6 GPR120 et GPR40 n’ont pas de réle complémentaire dans les 'homéostasie du

glucose sous diete HFD.
Il est donc possible que la perturbation de la signalisation GPR120 dans les filots joue un réle dans
la fonction des cellules B GPR120. Mais il y a de nombreuses pistes a explorer : il se peut, par
exemple, qu’il y ait une Rés.l dans le foie, montrée en I'absence de GPR120 par Oh et al (97). Dans
cet état, la néoglucogénése n’est pas stoppée par I'insuline et la production de glucose par le foie
est maintenue malgré I'hyperglycémie (108). GPR120 a surtout était impliqué dans le
développement de I'obésité et des perturbations métaboliques qui y sont associées (186).
L'absence de GPR120 a été associée a une réponse inflammatoire augmentée dérivée des
adipocytes en favorisant la portion de macrophages de type M1 pro-inflammatoires (97) en plus
d’augmenter la stéatose et diminuer la lipolyse hépatique. L’accumulation de gras dans les
hépatocytes qui en découle entraine une Rés.| dans ce tissu (189). GPR120 est peu présent dans
le foie et GPR120 est fortement exprimé dans les tissus adipeux, ou il promeut I'adipogénése des
adipocytes blancs et bruns (190). Steneberg et al. furent les premiers a montrer qu’une délétion
de GPR40 diminuait fortement la SISG en réponse a I'exposition chronique aux acides gras, et que
la surexpression de GPR40 dans les cellules B protege les souris de I’"hyperglycémie secondaire a
une diéte dont 58 % des calories proviennent du gras. En parallele, une surexpression de GPR40
dans un modeéle de souris diabétique (KK) augmente la tolérance au glucose et la sécrétion
d’insuline, et des Tlots isolés de ces souris montrent une SISG augmentée par rapport a des souris
sauvages (191). Au contraire, d’autres études montrent une diminution de la tolérance au glucose
sous une diéte classique suite a une délétion de GPR40, une diminution de la sécrétion d’insuline
en réponse au glucose ou a une injection de lipides, suggérant globalement une augmentation du

risque de développer une dysfonction du métabolisme en absence de GPR40 (192-194).

Il est intéressant d’étudier, en paralléle les males et femelles, car ils répondent différemment a la
diete HFD. Chez I’humain, la prévalence de |'obésité et de la Rés.| est plus faible chez la femme
gue chez I'homme, possiblement di aux cestrogénes (195). Chez la souris, les femelles
maintiennent une population de lymphocytes Treg anti-inflammatoires plus importante que leurs
congéneres du sexe opposé et sont globalement protégées contre les perturbations métaboliques

induites par la diéte riche en gras (175). Les précédents travaux étudiant le role de GPR120 dans
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le développement de I'obésité montrent qu’en réponse a une diéte HFD, I'absence de GPR120
aggrave la stéatose hépatique. L'accumulation de gras dans les hépatocytes qui en découle
entraine une Rés.| dans ce tissu (189). Dans le foie, GPR120 est exprimé dans les cellules de
Kupffer, et son activation par un agoniste (Omegaven®) favorise I'expression des marqueurs
typiques des macrophages M2 anti-inflammatoires (196). Ces différentes études suggerent un
role anti-inflammatoire de GPR120, notamment dans le foie. Cependant, I'absence d’effet de la
délétion de GPR120 sur le métabolisme du glucose en réponse a une diéte riche en gras a aussi

été rapportée (197, 198).

Notre étude ne montre pas d’effet de I'absence de GPR120 ni de GPR40 dans le développement
de l'obésité. Les souris males deviennent toutes aussi obeses, développent une hyperglycémie
peu importe le génotype. Chez les femelles, idem : on observe un gain de poids significativement
plus important sous diete HFD et une augmentation de la glycémie a la fin du suivi. Nous
observons chez la souris femelle, néanmoins, une meilleure tolérance au glucose lors de I'oGTT
en I'absence de GPR120, sans différences dans la sécrétion d’insuline. Les souris DbleKO et
GPR120KO semblent donc a ce point de vu moins sensibles a la diete HFD que leurs congénéres.
Différentes études faites chez des males rapportent au contraire que I'absence de GPR120 n’est
pas reliée a un défaut de la régulation du métabolisme et nous sommes les premiers a étudier la
réponse a la diéte HFD chez des souris GPR120KO femelles. Ces souris femelles devenant aussi
obeéses et développant une hyperglycémie a jeun comparables a leurs congéneéres avec la diéte
HFD, il serait intéressant d’évaluer la tolérance au glucose lors d’un test d’hyperglycémie par voie
i.p. qui permet une plus forte augmentation de la glycémie, ainsi que la sensibilité a I'insuline.
Malheureusement, nous ne pouvons pas conclure sur la cause de cette tolérance améliorée en
I'absence de GPR120. Ces résultats sont surprenants: si les souris femelles maintiennent un
environnement anti-inflammatoire dans les tissus adipeux et que GPR120 dans ces tissus participe
au maintien de cet environnement, on s’attendrait plutot a une tolérance au glucose diminuée.
L'effet de I'absence de GPR120 sur la tolérance au glucose reste toutefois mineur et globalement
nous n’observons pas d’effet majeur de I'absence de GPR120 et GPR40 sur 'lhoméostasie du

glucose en réponse a la diete HFD.
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2.1.5.7 Limites de I'étude
Une des limites de I'étude est la quantification de la SST sécrétée dans le milieu lors des
expériences de sécrétion. En effet, la SST a une action paracrine sur des cellules en contact avec
les cellules & a I'intérieur de I'llot. La SST dans le milieu n’est donc pas un reflet exact de ce qui se
passe dans I'llot : il se peut que lorsque nous observons une diminution dans le milieu, cela ne
corresponde pas directement a une diminution de I’action inhibitrice des cellules 6 sur les cellules
a et B. En effet, ceci expliquerait nos résultats de prolifération. Méme si la SST semble un bon
candidat pour expliquer I'action de I'activation de GPR120 dans les cellules §, il faudrait le
confirmer avec un antagoniste des SSTR, comme la cyclo-SST, ou un anticorps dirigé
spécifiguement contre les SSTR. Pour finir, la présence de la Cre-recombinase semble altérer la

sécrétion de SST en réponse au glucose et a I'arginine.

Nous avons utilisé des souris avec une délétion constitutive des récepteurs GPR120 et GPR40. I
est possible qu’'une compensation se fasse en I'absence de ces récepteurs et il serait intéressant
et instructif d’utiliser un modeéle ou la délétion de GPR120 et GPR4O0 serait inductible par le
tamoxifene, pour voir I'impact de la perte des récepteurs. Nous n’avons pas réussi a identifier la
source de I'hyperglycémie a jeun observé en absence de GPR120. Le développement d’agonistes
thérapeutiques de GPR40 a été grandement ralenti par peur de causer des dommages

hépatiques. Nous n’avons pas étudié le devenir du CpdA in vivo et évalué sa toxicité.

2.1.5.8 Perspectives et conclusions
Nous montrons que le récepteur aux acides GPR120 dans les cellules & potentialise la sécrétion
d’insuline et de glucagon, probablement en diminuant la sécrétion de SST par les cellules 6. De
plus I'activation de GPR120 dans les Tlots stimule la prolifération des cellules B. Ces deux stratégies
sont envisagées dans le traitement du DT2 et favorisent un meilleur contréle glycémique. Ajouté
au fait que GPR120 semble jouer un plus grand role que GPR40 dans I’"homéostasie du glucose,
ces résultats contribueront a améliorer notre compréhension du réle de la régulation de la
fonction des flots par les acides gras et des mécanismes d’action d’éventuels traitements

antidiabétiques visant GPR120.
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