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SOMMAIRE :

Le diabéte de type 2 représente un probléme socio-économique important dans le
monde et particulierement en Amérique du Nord ot I’on estime que les dépenses
des soins de santé pour le diabéte seul se chiffrent & 100 milliard de dollars par
année aux Etats-Unis. Le diabéte de type 2 est souvent associé¢ a I’obésité et
I’incidence de ces deux désordres métaboliques n’a cessé de croitre au cours des

dernieres années, tout en touchant de plus en plus de personnes en bas age.

Le lien entre le diabéte et 1’obésité fait de plus en plus ’objet d’études. On sait
que dans I’étiologie du diabete de type 2 associée a I’obésité, les acides gras a
longues chaines carbonées (AGLC) pourraient initialement participer au
phénoméne de compensation par la cellule pancréatique P de la résistance a
I’insuline en augmentent d’une part la sécrétion d’insuline stimulée par le glucose
et en stimulant d’autre part la prolifération des cellules pancréatiques B. En
revanche, de hauts niveaux d’AGLC en circulation sur de plus longues périodes

semblent étre néfastes pour la cellule pancréatique 3.

Afin de mieux comprendre les changements phénotypiques de la cellule
pancréatique P induits par les AGLC, nous avons étudié dans la lignée cellulaire
INS-1, I’effet de deux acides gras abondants de la diéte (I’oléate et le palmitate)
sur I’expression de certains génes a réponse précoce ainsi que sur 1’activité du
facteur de transcription AP-1. Nous avons aussi essayé de déterminer si
I’expression de c-fos correle avec la prolifération des cellules B (INS-1) afin de
tester I’hypothese selon laquelle ce géne a réponse précoce pourrait étre impliqué
dans un possible effet prolifératif des acides gras. Nous avons de plus étudié I’effet
de l'oléate et du palmitate sur la voie de transduction de signaux de la
phosphatidylinositol-3 kinase (PI-3K), une cascade signalétique activée en réponse
a de nombreux facteurs de croissance dans divers types cellulaires. Enfin, nous
avons étudié ’effets des deux acides gras sur I’activité de liaison a I’ADN du

facteur de transcription PDX-1. PDX-1 est impliqué dans I’expression du gene de
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I’insuline ainsi que de certains geénes importants pour le transport et le

métabolisme du glucose dans la cellule pancréatique 3.

Nous démontrons dans cette étude que 1’oléate et le palmitate induisent les génes a
réponse precoce ¢-fos et nur-77. Les deux acides gras causent une accumulation de
la protéine c-FOS et augmentent la liaison & I’ADN du complexe AP-1. Toutefois,
seul I’oléate augmente la prolifération de la cellule INS-1. De plus, Deffet
prolifératif de I’oléate correle avec I’activation de la PI-3K et I’augmentation de la
liaison de PDX-1 a I’ADN.

Les résultats indiquent que I'induction de c-fos et ’augmentation de 1’activité de
liaison a ADN du complexe AP-1 en réponse a I’oléate et au palmitate ne
correlent pas strictement avec les mesures de prolifération cellulaire. On peut
émettre ’hypothése que le palmitate pourrait avoir des actions distinctes de
oléate, par exemple pro-apoptotique, ne permettant pas au complexe AP-1 actif
de promouvoir la prolifération des cellules B (INS-1). Ces résultats suggéerent que
les acides gras, en plus de jouer un role de substrats métaboliques et de réserve
d’énergie, modulent |’activation de cascades de transduction de signaux et
I'expression de genes a réponse précoce pouvant a leur tour réguler I’expression de

certains genes cibles impliqués dans la pathogénése du diabéte de type 2.
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION

1- LE DIABETE

1.1- STATISTIQUES

Le diabéte, un désordre métabolique connu depuis des centaines d’années,
prédispose a une mort prématurée. Bien qu’il fasse I’objet de recherches de plus en
plus intensives, la nature méme de la maladie n’est pas enti¢rement connue. Le
diabéte, en particulier le diabéte de type 2, prend maintenant des proportions
épidémiques dans les pays industrialisés (Zimmet, 1995) et touche de plus en plus
de nationalités partout a travers le monde (O'Dea, 1991; King, 1993). Alors que
I’incidence de la maladie ne cesse de croitre, on rapporte qu’elle atteint de plus en
plus de personnes en bas dge. On compte actuellement plus de 120 millions de
diabétiques dans le monde (type 1 et type 2 confondus) et on estime que ce nombre
passera a pres de 220 millions d’ici 10 ans (de Courten et Zimmet, 1997). Le
traitement du diabete et de ses complications se fait & un colit extrémement élevé
représentant pres de 10% du budget des soins de la santé en Amérique du Nord et
ceci au désavantage €vident des nations sous-développees et des minorités (Songer

et Zimmet, 1995).

1.2- LA PATHOLOGIE

Le diabete est un désordre métabolique provoqué par 1’absence, ou I'insuffisance
relative et I’inefficacité de I'insuline. Suite a cette déficience relative en insuline, la
concentration de glucose circulant demeure €levée chez le patient diabétique et
peut mener au développement de plusieurs complications. Parmi celles-ci, on note
les problémes microvasculaires menant a la cécité, la néphropathie, la neuropathie

et 4 une incapacité a cicatriser les blessures.



Selon plusieurs critéres, on définit deux types de diabéte que 1’on nomme diabéte
de type 1 et 2. Le diabete de type 1 ne représente qu’environ 5% des cas de diabéte
a travers le monde. 1l est causé par une destruction des cellules pancréatiques 3,
cellules ayant pour role la sécrétion d’insuline suite a une élévation de la glycémie.
C’est pourquoi on le nomme IDDM (« insulin-dependent diabetes mellitus »),
c¢’est-a-dire qu’il peut étre corrigé par des injections d’insuline et le patient en sera
dépendant durant toute sa vie. La destruction des cellules B peut étre attribuable a
une réaction auto-immune ou encore a différents agents toxiques (toxines, virus,

etc.) (Hattersley, 1998).

Le diabéte de type 2 (ou NIDDM pour « non-insulin-dependent diabetes
mellitus ») ne peut étre corrigé par une simple injection d’insuline. Il apparait
genéralement plus tard chez les patients (aprés 40 ans). Le diabete de type II se
caractérise initialement par une résistance a ’insuline qui sera compensée par une
hyperinsulinémie. La glycémie est donc corrigée grace a cet effet compensatoire
des cellules pancréatiques B qui sécretent une plus grande quantité d’insuline. Par
la suite, lors d’une étape plus tardive, des désordres dans la sécrétion d’insuline et
une destruction des cellules pancréatiques 3 empécheront ’effet compensatoire de
ces dernieres. Outre [I’hérédité, on dénombre de nombreux facteurs qui
predisposent au diabéte de type II dont ’obésité auquel le diabéte de type 1I
semble étre étroitement lié. Les facteurs de progression de la maladie sont tout
aussi variés (sédentarité, dicte, etc.) et on s’entend généralement pour dire que le
diabete de type II est une maladie multifactorielle (DeFronzo, 1997, Hattersley,
1998).

1.3- LES GENES DU DIABETE OU DIABETOGENES
Dans certains cas, on a identifié des défauts uniques menant a I’apparition du

diabéte chez des individus. Entre autres, une mutation dans un géne primordial a

certaines fonctions de la cellule B peut a lui seul causer un diabéte précoce que I’on
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nomme MODY (« maturity-onset diabetes of the young »). Sur les six formes de
diabéte MODY que I’on connait 4 I’heure actuelle, cing sont la conséquence d’une
mutation dans un géne codant pour un facteur de transcription. En effet, une
mutation causant I’inactivation du facteur de transcription HNF4a (« hepatocyte
nuclear factor-4a ») causera le diabete de type MODY1; de HNFia, le type
MODY3; de PDX-1 (« pancreatic and duodenal homeobox protein-1 »), le type
MODY4 (Habener et Stoffers, 1998) et de HNF1p, e type MODYS (Froguel et
Velho, 1999). Le sixiéme gene code pour la glucokinase, enzyme limitante pour la

glycolyse dans la cellule pancréatique B et le foie (Habener et Stoffers, 1998).

De toutes récentes études portant sur ’inactivation de certains genes chez des
animaux ont déterminé de nouveaux candidats pour provoquer le diabéte
monogénique. C’est entre autres le cas de la protéine « insulin receptor substrate
2 » (IRS2). Des souris déficientes (ou « knock-out») pour le géne IRS2 ont
présenté une résistance a 1'insuline, une masse de cellules pancréatiques 8 réduite,
un mauvais fonctionnement de la cellule pancréatique B et une détérioration de
I’homéostasie du glucose (Withers et al., 1998). Ce sont la des défauts similaires a
ceux rencontrés chez un patient diabétique de type 2 et les résultats indiquent
qu’un mauvais fonctionnement de la voie siganlétique IR/IRS/PI-3K (Récepteur a
Pinsuline/ « insulin receptor substrate »/ phosphatidylinositol-3 kinase) pourrait
contribuer a I’apparition ou a la progression de la pathologie du diabeéte de type 2.
Drailleurs, plusieurs études ont cibié cette voie depuis afin de tenter d’expliquer
les nombreuses altérations métaboliques provoquées par le diabéte de type 2
(Kulkarni et al., 1999; Withers et al., 1999; Elchebly et al., 1999).

2- L’HOMEOSTASIE DU GLUCOSE



2.1- DEFINITION

L’homéostasie du glucose peut étre définie par le maintien d’une glycémie
relativement stable dans une zone physiologique allant de 3.6 mM a 6.1 mM de
glucose. Elle résulte d’un équilibre entre ’ingestion de glucose ou la production
hépatique de glucose d’un coté et I’utilisation du glucose par les tissus
périphériques de I’autre. Elle est principalement contrdlée par I’action de deux
hormones pancréatiques, soit 1’insuline qui représente un signal d’abondance
hypoglycémiant et le glucagon, un agent hyperglycémiant (Ashcroft, 1992;
Guyton, 1996).

2.2- ’INSULINE

Le pancréas endocrine est constitué des ilots de Langerhans qui sont a leur tour
composés d’une variétés de 4 types cellulaires distincts. Les cellules 3 qui
comptent pour 70 % de la masse cellulaire des ilots sont responsables de la
sécrétion d’insuline. Les autres 30 % sont constitués des cellules o qui sécretent le
glucagon, des cellules & qui sécretent la somatostatine et des cellules PP qui

sécrétent le polypeptide pancréatique (Greenspan, 1991).

L’insuline est une hormone composée de deux chaines polypeptidiques liées par
deux ponts disulfures. Elle est synthétisée sous la forme d’une préprohormone et
elle subira une suite de modifications dans le réticulum endoplasmique et
I’appareil de Golgi avant d’étre emmagasinée dans des granules de sécrétion sous

forme d’hexameres (Ashcroft, 1992; Guyton, 1996).

L’insuline constitue un signal d’abondance en glucose pour ’organisme et
posséde donc une action hypoglycémiante. Elle a aussi un effet prolifératif
(Rabinovitch et al., 1982; Romanus et al., 1985) et peut augmenter la survie de
plusieurs types cellulaires par son action anti-apoptotique (Yenush et al., 1998;

Navarro et al., 1998; Bertrand et al., 1999).



2.3- LE RECEPTEUR A L’INSULINE ET LA TRANSDUCTION DU SIGNAL

23.1- LE RECEPTEUR A L’INSULINE ET LES INSULIN-RECEPTOR
SUBSTRATES 1-2 (IRS1-2)

A ad Insulin
Giucoae -
=
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Figure 1: Les voies de transduction de signaux activées en réponse a
Pinsuline. IRSs, «insulin receptor substrates », PDKs, « phosphoinositide-
dependent protein kinases »; GSK3, kinase 3 de la glycogene synthétase;
Akt/PKB, protéine kinase B; pl10 et p85, respectivement les sous-unité
catalytique et régulatrice de la PI-3K. Les lignes pointillées représentent des
actions présentement sous €tude (d’apres Kahn B., Cell (1998) 92 : 593-596).



Le récepteur & I'insuline (IR) est une glycoprotéine hétérotétramérique composee
de deux chaines o extracellulaires et de deux chaines [ transmembranaires. Les
chaines a et § sont reliées entre elles par un pont disulfure. La chaine o est
responsable de I’interaction avec le ligand. L’insuline s’y liera dans une région
riche en cystéines, ce qui cause une autophosphorylation des chaines 3 sur
plusieurs residus tyrosines. Cette autophosphorylation est nécessaire a ’activation
de la voie de transduction du signal en réponse a I'insuline (Cheatham et Kahn,
1995). L’inactivation du récepteur a ’insuline implique sa déphosphorylation par
la protéine tyrosine phosphatase-1B (PTP-1B) (Elchebly et al., 1999). Une récente
¢tude sur des animaux déficients en PTP-1B a d’ailleurs démontré que cette
protéine est impliquée dans la modulation de la sensibilité a ’insuline et dans le

métabolisme énergétique (Elchebly et al., 1999).

La transduction du signal suite a la liaison de I'insuline a son récepteur s’effectue
par une cascade de phosphorylations (Figure 1). En aval du récepteur a l;insuline,
on retrouve premierement les molécules IRS dont les membres IRS-1 et IRS-2 sont
les plus étudiés. Elles sont exprimées dans de nombreux types cellulaires et sont
activées en réponse a divers facteurs de croissance tel que I’EGF («epidermal
growth factor ») (Case et al., 1994; Holgado-Madruga et al., 1996), le PDGF
(« platelet-derived growth factor ») (Case et al., 1994; Myers et al., 1995), 'IGF-1
(« insulin-like growth factor ») (Keller et al., 1993), etc. Alors que IRS-1 et IRS-2
participent tous deux a la transduction des mémes signaux en réponse aux facteurs
de croissance, IRS-1 jouerait un role prédominant par rapport a IRS-2 dans la
transduction des signaux menant a la croissance embryonaire et post-natale. D’un
autre coté, IRS-2 aurait un rdle plus important que IRS-1 dans la transduction des

signaux modulant le métabolisme des glucides (Withers et al., 1999).

Les molécules IRS possédent de nombreux sites de phosphorylation et peuvent
servir de substrats pour plusieurs kinases dont les tyrosines kinases, les
sérine/thréonine kinases, la protéine kinase A (PKA) et la protéine kinase C

(PKC). La phosphorylation des molécules IRS provoque leur association a diverses
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protéines de liaison (« docking proteins ») possédant des domaines « src homology
domain 2 » (SH 2) qui elles-mémes recrutent d’autres protéines signalétiques telle
la PI-3K et ras (Keller et al., 1993) par leur domaine SH3 (« src homology domain
3»).

2.3.2- LAPHOSPHATIDYLINOSITOL-3 KINASE (PI-3K)

La PI-3K est une enzyme activée par de nombreux facteurs de croissance
(Vanhaesebroeck et al., 1997) dans de multiples types cellulaires. Elle tire son nom
du fait qu’elle phosphoryle I’anneau inositol du phosphatidylinositol (Pl) en
position 3 pour donner du PI-3,4 phosphate & partir du PI-4 phosphate et du PI-
3,4.5 phosphate a partir du P1-4,5 phosphate (MacDougall et al., 1995). La réaction
inverse est catalysée par la phosphatase PTEN (« phosphatase and tensin homolog
deleted on chromosome ten ») qui déphosphoryle les phosphatidylinositols a la
position 3. L’intérét grandissant pour PTEN provient du fait qu’elle supprime la

formation de tumeurs (Maehama et Dixon, 1998; Cantley et Neel, 1999).

On accorde a la PI-3K une importance capitale dans la signalisation induite par
I’insuline de par son implication dans la grande majorité¢ des effets biologiques
provoques par cette dernicre. En effet, la PI-3K active la voie Raf/MAPK
(« mitogen-activated protein kinase), ce qui méne subséquemment a des actions
diverses dont la phosphorylation de facteurs de transcription modulant la réponse
nucléaire (Castillo et al., 1998); I’activation de la P70S6Kinase pour augmenter la
synthese protéique (Thomas et Hall, 1997) et enfin, la phosphorylation des
« phosphatidylinositol-dependent kinases» (PDKs) qui & leur tour activent les
protéines kinase B (PKB) aussi appelées Akt (Anderson et al., 1998). La PKB a
aussi une multitude d’effecteurs. Suite & son activation par la PI-3K en réponse a
I’insuline, la PKB bloque 1’apoptose et augmente la survie cellulaire via la
phosphorylation de la protéine BAD (del Peso et al., 1997), active la synthése du
glycogene via la phosphorylation de la protéine « glycogen synthase kinase-3 »

(GSK-3) (Cross et al., 1995), augmente ’expression d’une enzyme critique de la
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lipogéneése, soit I’acides gras synthétase (FAS) (Wang et Sul, 1998) et stimule la
translocation de vésicules contenant les transporteur du glucose GLUT4 a la
surface cellulaire afin d’augmenter la capture du glucose dans les tissus

périphériques (Cong et al., 1997).

2.3.3- UNE SIGNALISATION AUTO- OU PARACRINE DE L'INSULINE SUR
LA CELLULE PANCREATIQUE B

De nombreux groupes ont suggéré au cours des derni¢res années la présence et
I’importance d’une signalisation auto- ou paracrine de 'insuline sur la cellule
pancréatique B. Ainsi, Velloso ef al. ont montré que I’insuline cause ’activation de
son récepteur, la phosphorylation des molécules IRS-1/2, de méme que leur
association a la PI-3K dans la cellule pancréatique B (Velloso et al., 1995). Cette
activation de la voie signalétique par I'insuline d’une maniére auto- ou paracrine
pourrait mener a I’expression du gene de I’insuline et 4 une augmentation du
contenu en insuline dans la cellule pancréatique B (Xu et Rothenberg, 1998). En
outre, 'inactivation spécifique du récepteur a 1’insuline au niveau du pancréas
endocrine (cellules B) chez la souris a créé un défaut de la sécrétion d’insuline
similaire a celui rencontré dans le diabéte de type 2 (Kulkarni et al., 1999). En
effet, la réponse sécrétoire au glucose était altérée alors que celle induite par
I’arginine restait normale. Enfin, une autre étude portant sur des animaux « knock-
out » a permis de conclure que IRS-2 jouait un rble majeur dans le développement
de la cellule pancréatique f et dans la compensation & la résistance a 1'insuline
(Withers et al., 1999), mettant une fois de plus en évidence 1’importance de la voie

de transduction du signal IR/IRS/PI-3K dans la cellule pancréatique 3.

3- LA CELLULE PANCREATIQUE B

3.1- LA SECRETION D’INSULINE



3.1.1- LES MECANISMES DE LA SECRETION D’INSULINE

Malgré les nombreuses études et les efforts déployés par plusieurs groupes de
recherche, le mécanisme précis par lequel le glucose stimule la sécrétion d’insuline
n’a pas été entierement €lucidé. Un modele largement admis lie étroitement la
sécrétion d’insuline induite par le glucose a la glycolyse et a I’élévation des

concentrations d’ATP et de Ca" intracellulaires (Fi gure 2).

Glucose

—CUT2

Depclansaten,

®
I Ltype Ca™’
@ ck’;g;ne?s

Figure 2 : Modéle pour la sécrétion d’insuline induite par le glucose dans la
cellule pancréatique . GLUT2, Transporteur du glucose 2 (D’apreés Gromada J.
Eur J Physiol (1998) 435 : 583-594).

Selon ce modele, le glucose est transporté a I’intérieur de la cellule par la protéine
membranaire GLUT2. 1l est ensuite phosphorylé par la glucokinase, I’enzyme
limitante de la glycolyse, avant d’entrer dans la voie glycolytique. Pour chaque

molécule de glucose, deux molécules de pyruvate sont alors générées, lesquelies
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sont transportées dans la mitochondrie ou elles entrent dans le cycle de Krebs sous
forme d’acétyl-CoA pour générer de I’ATP. La hausse du rapport ATP/ADP
cytosolique a pour effet d’induire la fermeture des canaux potassiques sensibles a
I’ATP, la dépolarisation de la membrane plasmique et 1’ouverture des canaux
calciques voltage-dépendants. L’entrée de calcium dans le cytoplasme de la cellule

B déclenche alors I’exocytose des granules de sécrétion contenant I’insuline.

Des études ultérieures ont démontré toutefois que le glucose pouvait induire la
sécrétion d’insuline d’une maniere dose-dépendante en présence de diazoxide (un
agent pharmacologique qui empéche la fermeture des canaux potassiques) et d’une
concentration cytosolique de Ca®* élevée. La sécrétion d’insuline induite par le
glucose fait donc appel a un mécanisme alternatif qui serait indépendant de son
action sur les canaux potassiques. Ce mécanisme demeure encore inconnu a ce jour
bien qu’une majorité de groupes de recherche se rallient a I’hypothése selon
laquelle I'anaplérose (une augmentation des intermédiaire du cycle de Krebs)
pourrait étre impliquée (Brun et al., 1996; Prentki et Corkey, 1996; Schuit et al,,
1997).

3.1.2- LES SECRETAGOGUES DE LA CELLULE PANCREATIQUE f

La sécrétion d’insuline peut étre induite par deux catégories d’agents, soit les

nutriments calorigéniques et les agents neurohormonaux (Figure 3).

Parmi les nutriments calorigéniques pouvant agir comme sécrétagogue, on
retrouve bien entendu le glucose mais aussi les acides gras (tels que I’oléate et le
palmitate) et les acides aminés (tels que la leucine et la glutamine). L’action
sécrétagogue des nutriments calorigéniques nécessite obligatoirement qu’ils soient

métabolisées.
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Figure 3 : Principaux stimulateurs et inhibiteurs de la cellule B pour la
sécrétion d’insuline. GLP-1, glucagon-like peptide-1; GIP, glucose-dependent
insulinotropic polypeptide; CCK, cholécystokinine; parasymp., parasympatique;
symp., Ssympatique.

Dans la catégories des agents neurohormonaux on retrouve majoritairement des
hormones du tractus gastro-intestinal tels que le glucagon, le « glucose-dependent
insulinotropic polypeptide » (GIP), le « vasoactive intestinal peptide » (VIP) et le
« glucagon-like peptide-1 » (GLP-1). L’effet de ces glucoincrétines sur la sécrétion
d’insuline nécessite la liaison de 1’agent a son récepteur et ’activation de voies de

transduction de signaux.
3.2- PROLIFERATION ET DIFFERENTIATION DE LA CELLULE B

Tel que décrit plus haut, le diabéte est caractérisé par une incapacité a produire

suffisamment d’insuline pour répondre aux exigences de I’organisme. Cette
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incapacité de la cellule B 4 compenser pour sa dysfonction peut s’expliquer en
partic par une diminution de sa réplication (Hellerstrom, 1988) et par un
déreglement de la balance réplication/apoptose (Sjoholm, 1996, Tanigawa et al.,
1996). Une capacité limitée a la régénération prédisposerait donc a la maladie
(Swenne, 1992). D’ailleurs, on a observé que la masse de cellules B est diminuce
chez un patient diabétique type 2 par rapport a un sujet sain de méme poids
(Kloppel et al., 1985). Pour ces raisons, les agents augmentant la prolifération de la
cellule B et les mécanismes impliqués dans sa réplication font I'objet de

nombreuses études.

L’augmentation de la masse de cellules §§ s’effectue par deux mécanismes distincts
soit 1) par la différenciation de cellules § immatures en cellules 3 matures (appelée

aussi néogéneése) et 2) par la réplication des cellules B déja existantes (Scharfmann

and Czernichow, 1996).

3.2.1- DIFFERENCIATION ET NEOGENESE DE LA CELLULE B

La régénération de la masse de cellules B provient majoritairement de la
différenciation de cellules précurseurs par un processus de néogéneése puisque la
réplication des cellules P existantes est trés faible. Deux hypothéses différentes
divisent les groupes de recherche travaillant dans le domaine de la néogénése de la

cellule B, bien qu’elles ne soient pas forcément contradictoires.

Selon une premiére hypothése, on pourrait retrouver une quantit¢ de cellules
souches toujours disponibles pour la différenciation dans le pancréas. Il est
généralement admis qu’une quantité¢ de cellules souches demeurent dans le canal
pancréatique (Bonner-Weir et al., 1993) et dans les acini (Pour, 1994). Certains
diront que la preuve que ces cellules peuvent se différencier en cellules
B fonctionnelles n’a pas ét¢ démontrée hors de tout doute (Bouwens, 1998). Pour

cela, 1 faudrait suivre une cellule souche unique et provoquer sa différenciation en
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une cellule p mature fonctionnelle exprimant les marqueurs moléculaires propres a
la cellule B, ce qui n’a pas été fait a ce jour. Un premier pas a toutefois été fait en
cette direction. Une publication récente rapporte que des cellules sécrétant de
I’insuline ont pu étre obtenues a partir de cellules souches embryonnaires (Soria,
2000) et que leur transplantation dans des souris devenues diabétiques suite a des

traitements a la streptozotocine a corrigé la glycémie.

Selon une deuxiéme hypothése, la régénération de la cellule  impliquerait plutot
un mécanisme de transdifférenciation, c’est-a-dire une quantit¢ de cellules
différenciées aurait la possibilité de « revenir en arriére » vers un état moins
différencié leur permettant de se convertir et se multiplier en cellules 3
fonctionnelles. Le travail de Wang au cours duquel on a suivi la
transdifférenciation d’une cellule du canal pancréatique jusqu’a 1’apparition de
marqueurs moléculaires spécifiques a la celiule B (tel que le transporteur de

glucose GLUT?2) supporte cette hypothese (Wang et al., 1995).

Enfin, une récente étude a démontré que |"hyperglycémie chronique provoque une
hypertrophie et une dédifférenciation de la cellule B (Jonas et al., 1999). Ces
changements morphologiques corrélent avec une diminution de ’expression de
certains facteurs de transcription et de geénes importants pour la sécrétion
d’insuline (Jonas et al., 1999). 1l a été suggéré que la dédifférenciation de la cellule
B provoquée par son exposition prolongée a de hautes concentrations de glucose

pourrait contribuer au défaut de sécrétion d’insuline dans la pathologie du diabete.

3.2.2- REPLICATION DE LA CELLULE B

On estime que la production de nouvelles cellules B par réplication équivaut a 3%
par jour et décline avec I’dge. En fait, seulement 10% de la population de cellules
B garderait sa capacité a se répliquer, les autres entrant dans une phase Go infinie

(Swenne, 1983).



Le glucose est bien entendu un stimulateur connu et bien documenté de la
prolifération des cellules B adultes et fétales (Hellerstrom, 1988). Son métabolisme
semble essentiel 4 ce processus puisque le fructose et le 3-O-méthylglucose sont
sans effet sur la prolifération de la cellule B (King et Chick, 1976; King et al.,
1978; Swenne et al., 1980). La mitogénese des ilots de rats en réponse au glucose
semble impliquer aussi I’activation de la voie de transduction de signaux de la
protéine kinase C et des petites protéines G (Sjoholm, 1997). Parmi les nutriments
ayant un effet prolifératif sur la cellule pancréatique 3, on retrouve aussi les acides
aminés (Swenne et al., 1980) et certains acides gras. En effet, certains acides gras,
dont I'acide oléique et I’acide o-linolénique, induisent la prolifération des ilots
néo-nataux d’une maniére dose-dépendante contrairement aux acides palmitique,
stéarique et linoléique qui n’ont aucun effet sur la prolifération de la cellule

B (Roche et al., 1999).

Parmi les hormones prolifératives les plus étudiées, on retrouve 1’hormone de
croissance et la prolactine. L’hormone de croissance et la prolactine augmentent
toutes deux la prolifération de la cellule B par un mécanisme impliquant la voie
Janus kinase 2 (JAK2)/ « signal transducer and activator of transcription » (STAT)
et plus précisément STAT 1 et 3 (Sekine et al., 1996) ou encore STAT5 (Cousin et
al., 1999). L’insuline et « I’insulin-like growth factor-1» (IGF-1), qui sont deux
hormones sécrétées par la cellule P, exercent aussi une action proliférative sur la
cellule B par un mécanisme auto- ou paracrine (Rabinovitch et al., 1982; Romanus
et al., 1985). Les travaux du groupe du Dr Rhodes ont permis de démontrer
I’implication de la voie IRS/PI-3K dans I’action proliférative de I'IGF-1 sur la
cellule pancréatique B (Schuppin et al, 1998; Hugl et al, 1998). L’action
proliférative de I’IGF-1 est glucose-dépendante (Hugl et al., 1998).

Enfin, certaines hormones ont un effet inhibiteur sur la réplication de la cellule B et

¢’est le cas par exemple des agonistes a-adrénergiques qui causent non seulement
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une inhibition de la prolifération mais aussi une inhibition de la sécrétion
d’insuline (Sjoholm, 1996). Certaines cytokines, entre autres 1'interleukine-1f, le
TNF (« tumor necrosis factor ») et I'interféron-y causent aussi une inhibition de la
prolifération de Ia cellule B et promeuvent 'apoptose (Southern et al., 1990;

Eizirik et al., 1991)

Plusieurs études ont démontré que la mitogénese de la cellule B pouvait impliquer
la synthese d’AMPc et I’activation de la voie de transduction du signal
AMPc/PKA. Toutefois, I'implication de ’AMPc demeure un sujet de discorde
dans la littérature puisque certains défendent son action proliférative alors que
d’autres rapportent un effet inhibiteur de I’AMPc sur la prolifération de la cellule

pancréatique [3.

Ainst, la forskoline (un agent activateur de I’adénylate cyclase) et le Sp-cAMP (un
analogue de I’AMPc) augmentent tous deux la prolifération de la cellule B néo-
natale en culture (Sjoholm, 1991; Sjoholm, 1992). Par contre, la forskoline
diminue la prolifération de la lignée cellulaire BTC1 (Lavergne et al., 1992). Un
autre analogue de I’AMPc, le 8-Br-cAMP augmente la réplication de la cellule 3
néo-natale (Rabinovitch et al., 1980). On a rapporté que le dibutyryl-cAMP
augmente (Rabinovitch et al., 1980; Logothetopoulos et al., 1983) ou diminue
(Swenne, 1982) la prolifération de la cellule PB.La théophylline qui est un
inhibiteur de la phosphodiestérase (enzyme responsable de la dégradation de
I’AMPc) diminue la réplication de la cellule B en culture (Nielsen, 1985).
Toutefois, 1’usage d’un autre inhibiteur de la phosphodiestérase, soit 1’isobutyl-1-
méthylxanthine (IBMX) a de faibles doses, a augmenté la réplication (Rabinovitch
et al.,, 1980; Nielsen, 1985) alors qu’il I’a diminuée a de hautes concentrations

(Rabinovitch et al., 1980).

On voit donc qu’il y a mésentente quant a ’effet du cAMP sur la prolifération de

la cellule B. Toutefois, il faut étre prudent lors de I’analyse de ces résultats car les
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agents employés ne sont pas tous spécifiques. Ainsi, I’emploi du dibutyryl-cAMP,
par exemple, produit du butyrate qui est connu pour étre un inhibiteur de la
prolifération (Sjoholm, 1992). Le conflit peut donc provenir de plusieurs
facteurs dont 1) le type cellulaire utilisé (lignées cellulaires, ilots de rats adultes ou
pré-nataux), 2) le choix des agents pharmacologiques et 3) la concentration

utilisée.

Un constat trés intéressant vient du fait que la réplication de la cellule B semble
corréler avec la biosynthése d’insuline. Bien que I’hypothese selon laquelle ces
deux processus qui se suivent en paralleéle pourraient étre liés ait été déja énoncée

(Sjoholm, 1992), elle n’a pas fait 1’objet de recherches approfondies.

4- FACTEURS DE TRANSCRIPTION IMPLIQUES DANS LA REPONSE
MITOGENIQUE

La réponse précoce aux divers agents mitogenes implique des voies de
transduction de signaux menant ultimement a Dactivation, souvent par
phosphorylation, de facteurs de transcription. La phosphorylation d’un facteur de
transcription peut en effet changer sa localisation cellulaire, augmenter ou
diminuer sa liaison & ’ADN et moduler son activit¢ transcriptionnelle (Hunter,
1991). Le champ des facteurs de transcription est extrémement étendu. Dans cette
introduction, nous nous limiterons a la description de deux facteurs de

transcription étudiés au cours de notre travail de maitrise.
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4.1- AP-1
4.1.1- FONCTIONS BIOLOGIQUES DE AP-1

AP-1 («activating protein-1 ») est un ensemble de facteurs de transcription
composés d’homodimeres entre les membres de la famille de génes a réponse
precoce JUN ou ATF («Activating transcription factor») et encore
d’hétérodimeres entre celles de JUN (c-jun, junB et junD) et FOS (c-fos, v-fos,
fosB, Fra-1 et Fra-2) d’une part ou ATF (ATF2, ATF3 et B-ATF) d’autre part. Le
complexe AP-1 génere un motif « leucine-zipper » qui lui permet de se lier a son
¢lément de réponse nommé TRE pour « élément de réponse au PMA » et qui
consiste en une séquence palyndromique : TGA“/GTCA. On a nommé ainsi
1’élément de réponse 4 AP-1 puisque ce dernier est impliqué dans la modulation de
I’expression de certains geénes induits par DPester de phorbol 12-O-
tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA). Toutefois, les complexes composés des
membres ATF-JUN et ATF-ATF lient avec une affinité plus grande 1’¢lément de
réponse a I’AMPc (CRE) dont la séquence consensus est proche de celle du TRE :
TGACGTCA (Karin, 1992; Karin et al., 1997). L’activité transcriptionnelle du
facteur AP-1 est essenticlle & la réponse 4 certains signaux mitogéniques
(Piechaczyk et Blanchard, 1994; Schreiber et al., 1999), a la réponse cellulaire a
plusieurs stress (Ausserer et al., 1994), a I’induction de 1’apoptose (Bossy-Wetzel
et al., 1997) et au développement (Lian et al., 1991). Un mauvais contrdle de
I’activité transcriptionnelle de AP-1 peut mener a une croissance abbérante et a des

transformations oncogéniques.
4.1.2-REGULATION DE L’ ACTIVITE DE AP-1

En plus de la régulation effectuée au niveau de I’hétérodimérisation des membres

du complexe AP-1, les membres des familles FOS, JUN et ATF peuvent étre la
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cible de plusieurs voies de transduction de signaux dont les voies MAPK, P38 et
JNK (Jun Kinases) (Karin, 1995). La phosphorylation de certains résidus peut
favoriser ou inhiber la liaison a I’ADN ou encore modifier 1activité
transcriptionnelle de AP-1. L’activit¢ de liaison a I’ADN du facteur de
transcription AP-1 est aussi modulée par les intéractions du complexe avec une
variété de coactivateurs/corépresseurs (tels que JAB1 («jun activation domain

binding protein 1 »), CBP (« CREB binding protein ») et p202).

4.2- 1L EXPRESSION DES GENES A REPONSE PRECOCE COMPOSANT LE
COMPLEXE AP-1

Le promoteur du gene c-fos comporte un CRE qui permet une modulation de
I’expression du géne en réponse aux augmentations des niveaux intracellulaires de
cAMP et de Ca’" induites par les neurotransmetteurs et les hormones
polypeptidiques (Sheng et al.,, 1991). On y retrouve aussi un site SIE (« sis-
inducible enhancer ») reconnaissant les facteurs de transcription STAT et un SRE
(élément de réponse au sérum) reconnaissant un dimere SRF/TCF (« serum-
response factor/ternary complex factors ») (Treisman, 1992; Damell, 1996). Quant
a c-jun, il est induit rapidement par plusieurs stimuli dont les facteurs de
croissances, les cytokines et les irradiations aux UV (Karin, 1995). Son expression
est généralement modulée via un TRE reconnu par les diméres c-jun /ATF2 (van
Dam et al., 1993). Contrairement aux membres des familles FOS et JUN, ATF2 est
exprimé constitutivement et sa régulation se situe donc au niveau post-

translationnel par phosphorylation (Karin, 1995).

L’ activité de AP-1 et I’expression des membres des familles FOS et JUN peuvent
étre modulées par divers stimuli nutritionnels. Premiérement, leur expression est
augmentée par plusieurs agents provoquant des élévations de calcium dans divers
types cellulaires (Roche et Prentki, 1994). La régulation transcriptionnelle de c-fos
s’effectue non seulement au niveau de son promoteur mais aussi en partie au

niveau du site d’un bloc a 1’élongation, situé¢ dans le premier intron du geéne
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(Mechti et al., 1991; Collart et al., 1991; Werlen et al., 1993). L’arrét de la
transcription pourrait étre causée par des modifications au niveau du complexe
transcriptionnelle de I’ARN polymérase Il (Spencer et Groudine, 1990) et serait
supprimé par la transduction du signal induit par le calcium (Coulon et al., 1999).
De récentes études effectuées par notre groupe de recherche sur la lignée cellulaire
pancréatique 3 INS-1 ont démontré que le glucose et le GLP-1 agissent en synergie
pour augmenter I’expression de certaines composantes de AP-1 (tels que c¢-fos, c-
Jjun et junB) (Susini et al., 1998). La forte induction de 1’expression de c-fos par le
glucose et le GLP-1 implique les voies de transduction de signaux AMPc/PKA et
Ca”"/ « calmodulin dependent protein kinases » dirigées toutes deux vers le CRE
du promoteur et vers un élément de réponse situ¢ dans le premier intron du géne en
aval du site du bloc a 1’élongation (Susini et al., 2000). Les acides gras (tels que
I’oléate et le palmitate) induisent aussi I’expression de c-fos dans les cellules INS-
1 via I’activation de certaines isoformes de la PKC. Cette action des acides gras
nécessite une concentration cytosolique de Ca®" élevée (Roche et al., 1999). Une
¢tude antérieure a déja démontré que les acides gras induisent /ral (un autre
membre de la famille FOS) dans les préadipocytes et les fibroblastes (Distel et al.,
1992).

4.3-PDX-1

4.3.1- FONCTIONS BIOLOGIQUES DE PDX-1

Le géne PDX-1 (aussi appelé IDX-1 pour «islets and duodenum homeobox
protein 1 ») code pour une protéine qui fait partie du groupe des « homeobox
proteins » (Figure 4). Les protéines « homeobox » jouent un role crucial lors du
développement et régulent 1I’expression de genes clés conférant a un type cellulaire
un phénotype spécifique. PDX-1 régule donc des genes nécessaires au
développement du pancréas endocrine mais qui n’ont toujours pas été identifiés a

ce jour. L’invalidation (knock-out) du géne PDX-1 chez la souris a complétement
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inhibé le développement du pancréas (Jonsson et al., 1994; Offield et al., 1996).
Aussi, les souris hétérozygotes (+/-) pour une mutation inactivatrice de PDX-1 se
développent normalement mais présentent une masse de cellules B réduite.
Dr’ailleurs, un tel phénotype existe chez I’humain ot un pancréas absent est associ¢
avec une mutation dans le géne PDX-1 pour un individu homozygote alors que les
individus hétérozygotes développent un diabete précoce (Stoffers et al., 1997). Une
autre évidence de I'implication de PDX-1 dans le développement du pancréas
provient du fait que des altérations telles les pancréatectomies (Sharma et al.,
1999) ou des traltements a la streptozotocine (Fernandes et al., 1997) induisent une

expression de PDX-1 qui correle avec la régénération des cellules 3.
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Figure 4: Représentation schématique de la structure du facteur de
transcription PDX-1. Les genes cibles reconnus par PDX-1 sont énumérés. La
délétion de la cytosine (Cmt) au codon 63 est responsable de I’apparition du
diabéte de type MODY4 en provocant un déphasage du cadre de lecture qui génere
un codon « stop » (représenté par I’astérisque au codon 122). TAD, domaine de
transactivation, HD, homéodomaine; NLS, site de localisation nucléaire; (D’aprés

Habener J. Proc Assoc Am Physicians (1998) 110 : 12-21)
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Le grand intérét que suscite PDX-1 provient aussi du fait qu’il régule 1’expression
du gene de 'insuline. On tetrouve en effet des sites de liaison pour PDX-1 dans le
promoteur des genes de I'insuline I et Il chez le rat et du géne de I’insuline chez
I’humain sur lesquels PDX-1 agit de concert avec les protéines «basic helix-loop-
helix » (bHLH) (Habener et Stoffers, 1998). Ainsi, chacun des promoteurs
contiennent des « enhancers » eux-mémes constitués de sites adjacents de liaison
pour PDX-1 et pour les protéines bHLH (E2A, et beta2/neuroD) (Habener et
Stoffers, 1998) qui agiront en synergie pour augmenter I’expression du géne de
Pinsuline. On sait aussi que !’hyperglycémie ou I’exposition prolongée de la
cellule pancréatique 3 a de hautes concentrations en glucose diminue 1’expression
des genes de PDX-1 et de I'insuline (Olson et al., 1995; Sharma et al., 1995;
Marshak et al., 1999). Cette observation fournit une explication plausible a la
glucotoxicité¢ de la cellule pancréatique B, c’est-a-dire une production et une
secrétion d’insuline déficientes suite a I’hyperglycémie chronique (Yki-Jarvinen,
1992).

4.3.2- REGULATION DE L’EXPRESSION DE PDX-1

L activité et I’expression de PDX-1 semblent étre sous le controle de stimuli
nutritionnels. En effet, une concentration de glucose élevée active la liaison de
PDX-1 4 ’ADN par un mécanisme impliquant la PI-3K et P38 (Macfarlane et al.,
1997) alors que le palmitate diminue I’expression et I’activité de PDX-1, réduisant
par conséquent les niveaux de GLUT2, de la glucokinase et de I’insuline
(Gremlich et al., 1997). 1l est a noter que les génes de GLUT2 et de la glucokinase
contiennent, de méme que celui de I'insuline, des éléments de réponse a PDX-1
dont la séquence consensus est : TAATT/G. Cette activation par le glucose de la
voie PI-3K menant a I’activation de PDX-1 peut expliquer I’effet insulinotropique

du glucose tel que suggéré par le groupe de Docherty (Macfarlane et al., 1997).

4.4- NUR-77
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NUR-77 est un récepteur nucléaire qui est induit lors de I’apoptose des cellules T
(Lee et al., 1995). 1l y a contradiction dans la littérature sur le fait que NUR-77
pourrait agir sous la forme d’un monomeére (Wahli et Martinez, 1991; Parker,
1993) ou dimere (Wu et al., 1997, Maira et al., 1999) pour lier ’ADN. Une
publication récente de notre groupe de recherche a montreé que le glucose agit en
synergie avec I’AMPc pour augmenter I’expression de NUR-77 (Susini et al.,
1998). NUR-77 constitue un paradigme pour 1’étude des génes a réponse précoce
induit par le Ca® (Roche et Prentki, 1994).

5- ACIDES GRAS ET ETIOLOGIE DU DIABETE ADIPOGENIQUE DE
TYPE 2
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Figure 5 : Modéle nutritionnel de la pathogénése du diabéte de type 2.
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Une relation possible existante entre le diabéte et 1’obésité est illustrée. Selon une
hypothése généralement admise, les hauts niveaux d’acides gras circulants associés
a des épisodes hyperglycémiques pourraient modifier le systeme de transduction
métabolique de la cellule pancréatique f3.

L’ obésité représente un facteur de risque pour le développement du diabéte de type
2 et il est généralement admis que I"hyperlipidémie pourrait jouer un role dans la
pathogénese du diabete de type II en altérant d’une part la réponse a I’insuline des
tissus cibles de 'hormone et d’autre part la réponse au glucose de la cellule
pancréatique 3. On sait qu’au cours du développement de la maladie, la résistance
a I'insuline accompagne I’obésité mais qu’une glycémie normale est maintenue
grice a un effet compensatoire de la cellule PB. Cette derniére sécréte plus
d’insuline, jusqu’au point ou elle ne pourra plus compenser la demande et a ce
stade débute le NIDDM (Rahier et al., 1983). C’est ce qu’on appelle alors la phase
de décompensation. Les patients obéses présentent donc généralement une
insulinémie élevée a jeun et une faible sécrétion d’insuline post-prandiale (Unger,

1995; Prentki et Corkey, 1996).

5.1- EFFETS DES ACIDES GRAS SUR LA SECRETION D’INSULINE

Les effets des acides gras sur la cellule pancréatique B et en particulier sur la
sécrétion d’insuline ne sont pas totalement élucidés. /n vivo, une élévation
chronique des niveaux d’acides gras, suite a une infusion d’une émulsion
d’intralipides, augmente la sécrétion d’insuline (Boden et al., 1995; Unger, 1995).
Cet effet pourrait étre di tout au moins en partie a [’action de facteurs
extrapancréatiques tels qu’une inhibition du systéme nerveux sympathique

(Magnan et al., 1999).

En revanche, une infusion de ’acide gras monoinsaturé oléate diminue la réponse
nsulinique au glucose (Mason et al., 1999). Les intralipides contiennent en grande

partie ’acide gras polyinsaturé a-linoléique (C18 :2). Ces résultats en apparence
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contradictoires peuvent étre expliqués par le fait que des acides gras de types

différents ont été infusés dans ces deux types d’étude.

In vitro, par contre, les effets des acides gras (oléate, palmitate et linoléate) sur la
sécrétion d’insuline sont divergents en fonction du temps d’incubation des cellules
pancréatiques 3 en leur présence. A court terme, les acides gras augmentent la
sécrétion d’insuline stimulée par le glucose (Crespin et al., 1973). A long terme,
une exposition des cellules B & de hautes concentrations d’acides gras a pour effet
d’augmenter le niveau basal d’insuline sécrétée, de diminuer les niveaux d’insuline
emmagasinée et de diminuer d’une maniere dose-dépendante la sécrétion
d’insuline stimulée par le glucose (Sako and Grill, 1990; Brun et al., 1996; Brun et
al., 1997; Bollheimer et al., 1998; Segall et al., 1999).

Comment expliquer cette diminution de la sécrétion d’insuline en réponse au
glucose causée par les acides gras? Des études antérieures ont rapporté que les
acides gras diminuent ’oxydation du glucose (Zhou et Grill, 1994; Liang et al.,
1997, Hosokawa et al., 1997). 11 était ainsi attirant de tenter d’expliquer I’effet
inhibiteur des acides gras sur la sécrétion d’insuline par cette diminution du
métabolisme du glucose. Toutefois, on a pu montrer récemment que cette légeére
diminution de 1’oxydation du glucose n’est pas impliquée dans I’inhibition de la
sécrétion d’insuline par les acides gras (Liang et al., 1997; Segall et al., 1999). On
a aussi tenté¢ d’expliquer ’effet des acides gras sur la sécrétion d’insuline par la
présence d’un cycle de Randle. Le cycle de Randle prédit qu’une inhibition de la
pyruvate déshydrogénase (PDH) causée par une augmentation des niveaux
d’acétyl-CoA, et une inhibition de la phosphofructokinase (PFK) causée par de
hauts niveaux de citrate contribuent a la diminution du métabolisme du glucose
(Randle, 1998). En effet, une oxydation accrue des acides gras devrait augmenter
la production mitochondriale d’acétyl-CoA et, par un effet de masse, favoriser la
synthése du citrate par la citrate synthase. Deux publications récentes démontrent
cependant qu’un tel cycle ne peut expliquer ’effet complexe des acides gras sur la

sécrétion d’insuline (Liang et al., 1997, Segall et al., 1999). D’autres hypothéses
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proposent que I’effet inhibiteur des acides gras sur la sécrétion d’insuline pourrait
impliquer 1) Paccumulation dans la cellule pancréatique B de triglycérides qui
correle avec le défaut sécrétoire (Zhou et al., 1996); 2) une diminution de Iactivite
de la PKC causée par les acides gras a long terme comme c’est le cas avec I'ester
de phorbol PMA (phorbol 12-myristate 13-acétate) (Thams et al., 1990). En effet,
tout comme le PMA, les acides gras 4 longues chaines (AGLC) peuvent activer la
PKC dans la cellule B (Alcazar et al., 1997); 3) une inhibition de la fermeture par
le glucose des canaux potassiques ATP-dépendants qui pourrait étre provoquée par
les acyl-CoA a longue chaine carbonée qui sont réputés pour les ouvrir (Larsson et
al., 1996): 4) une induction de la protéine découplante UCP2 (protéine découplante
2) résultant en une inhibition de I’augmentation de la production d’ATP en
réponse au glucose (Lameloise, N., Prentki, M., et Assimacopoulos-Jeannet, F.,
soumis pour publication); 5) une diminution de la conversion de la proinsuline en
insuline et une diminution de I’'insuline emmagasinée (Bjorklund et Grill, 1999;
Furukawa et al., 1999); et enfin 6) une cytotoxicité des acides gras sur la cellule
pancréatique B. Il faut souligner que ces différents effets ne sont pas exclusifs en
raison d’une action supposément pléiotropique des acides gras sur la cellule

pancreatique .

Enfin, il est clairement établi que les acides gras jouent un rdle essentiel pour la
sécrétion d’insuline induite par le glucose ou d’autres stimuli car une diminution
majeure de la lipolyse supprime 1’action & court terme de tous les sécrétagogues

(Stein et al., 1996; Dobbins et al., 1998)

5.2- EFFETS DES ACIDES GRAS SUR L’EXPRESSION GENIQUE DE LA
CELLULE B ET LA CONVERSION DE LA PROINSULINE EN INSULINE

Le mécanisme par lequel les acides gras modulent I’expression de certains génes
commence a susciter I’intérét de nombreux groupes de recherche. En effet, on sait
maintenant que les acides gras peuvent directement moduler I’expression génique

et non pas seulement indirectement via des changements hormonaux comme on le



26

pensait auparavant. L’activation des facteurs de transcription tels que les PPARs
par les acides gras a été raportée (voir figure 6) (Lemberger et al., 1996) mais bien
peu d’études portent sur la cellule B. Les PPARs forment des complexes
dimériques avec RXR pour se lier a leur élément de réponse, le PPRE (« PPAR
responsive element »). La famille des PPARs comprend les isoformes o, § et y qui
ont chacune des fonctions distinctes et une distribution tissulaire différente
(Schoonjans et al., 1996). Alors que la fonction de PPARP est inconnue, on sait
que PPARa et PPARy sont impliqués dans le métabolisme lipidique ainsi que dans
la prolifération et la différenciation cellulaire, la carcinogénese et enfin ’apoptose
(Brun et Spiegelman, 1997; Desvergne et al., 1998). Il a été proposé que les
PPARs agiraient donc comme des senseurs des niveaux physiologiques d’acides
gras afin de réguler le métabolisme des lipides (Forman et al., 1997). 1l est donc
attrayant d’émettre I’hypothése selon laquelle une modulation de I’activité¢ de
liaison & I’ADN des PPARs par les acides gras pourrait modifier I’expression de
geénes impliqués dans la régulation du métabolisme, de la prolifération et de
’apoptose pouvant ainsi expliquer l’effet pléiotropique des acides gras sur la

cellule pancréatique .
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Figure 6 : Principaux activateurs et mode d’action des PPARs (« peroxisome
proliferator-activated receptors»). AR, acide rétinoique; AGL, acides gras
libres; PP, polypeptides, TZD, troglitazone, LTB4, leucotricne B4; PGJ2,
prostaglandine J2; PPRE, élément de réponse aux PPARs; RXR, récepteur X a

I'acide rétinoique.

Il a ét¢ montré que le palmitate diminue ’expression du gene de l'insuline, du
transporteur du glucose GLUT?2 et de la glucokinase dans la cellule pancréatique
via une diminution de 1’activité transcriptionnelle du facteur de transcription PDX-
1 (Gremlich et al., 1997). Toutefois, on ne sait toujours pas si cet effet du palmitate
lui est propre ou s’i est partagé par les acides gras en général. Les acides gras
induisent considérablement, dans la cellule B (INS), le géne de la carnitine
palmitoyltransférase 1 (CPT-1) qui catalyse I’étape Iimitante de ’oxydation des
graisses (Assimacopoulos-Jeannet et al., 1997). De plus, les acides gras diminuent
Pexpression de I’acétyl-CoA carboxylase (ACC), I'enzyme qui synthétise le
malonyl-CoA, un métabolite clé régulant I’oxydation des graisses via son action
inhibitrice sur la CPT-1 (Brun et al., 1997). Ces actions combinées pourraient
contribuer a la sécrétion éievée d’insuline a bas glucose (Segall et al., 1999) en
accroissant ’oxydation des acides gras et ainsi la production d’ATP, un facteur de

couplage pour la cellule pancréatique .

Une exposition prolongée des cellules B aux acides gras augmente le niveau de
proinsuline mais diminue les concentrations intracellulaires d’insuline de méme
que la conversion de la proinsuline en insuline (Furukawa et al, 1999). Il en
résulte une €lévation du rapport proinsuline/insuline intracellulaire. Les acides gras
semblent en effet diminuer les niveaux des « prohormones convertases » (PC) PC2
et PC3, de méme que celui d’une protéine activatrice de PC2, 7B2 (Furukawa et
al., 1999), ce qui pourrait expliquer la diminution de la conversion de la
proinsuline en insuline. Une autre étude a démontré que le palmitate combiné a de

hautes concentrations en glucose diminue les niveaux de proinsuline et d’insuline,
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en plus d’augmenter de prés de 5 fois le rapport proinsuline/insuline dans les ilots

(Bjorklund et Grill, 1999).

5.3- LIPOTOXICITE CHEZ LA CELLULE PANCREATIQUE B
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Figure 7: Modé¢le de la lipotoxicité chez la cellule pancréatique 3. Une relation
possible existante entre les hauts niveaux d’acides gras libres (FFA) ou de
triglycérides et la mort des cellules B par apoptose est illustrée. SPT, sérine
palmitoyltransférase; ACS, acyl-CoA synthétase; iNOS, oxyde nitrique synthétase
inductible. (D’apres Unger R. Proc Natl Sci USA (1999) 96 : 2327-2332)

Le rat ZDF (« Zucker diabetic Fatty rat ») constitue un modele utile pour I’étude
de la pathogénése du diabete de type 2 associée a 'obésité (appelé diabéte
adipogénique). Les rats ZDF deviennent obeses en raison d’une mutation
homozygote dans le géne codant pour le récepteur a la leptine (lida et al., 1996;

Phillips et al., 1996). Alors que la leptine prévient normalement 1’accumulation
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exagérée de gras, les rats ZDF démontrent des dépots adipeux dans les ilots et les
autres tissus non-adipocytaires. Ces dépbts sont associés a de hauts niveaux
d’acides gras libres et de triglycérides intracellulaires dans la cellule pancréatique
B.La présence de tels dépdts adipeux pourrait jouer un rdle central dans
I’induction du diabéte progressif impliquant une décompensation de la cellule 3
par un phénomene de lipotoxicité (Lee et al., 1994; Unger, 1995). Au cours de la
progression de la maladie, les rats ZDF traversent un stade prédiabétique (a partir
de la 7e semaine) et diabétique (a partir de la 14e semaine) marqués par
I"accumulation progressive de triglycérides dans les ilots (Lee et al., 1994;
Shimabukuro et al., 1998b). Ainsi, au stade diabétique, on croit que des dépots
adipeux et des contenus en triglycérides de plus de 500 ng/ilot (soit 50 fois le
niveau normal) causent une dysfonction de la cellule B, une réduction du nombre

de cellules P par apoptose et le diabéte (voir figure 7) (Shimabukuro et al., 1998b).

Chez le rat ZDF, I’apoptose de la cellule B est donc probablement induite par les
niveaux €levés d’acides gras circulants et intracellulaires, par la formation de
céramides et par une augmentation de la production de NO dans les cellules B (voir
figure 7) (Shimabukuro et al., 1998b; Shimabukuro et al., 1998a). Les niveaux de
céramides sont en effet augmentés dans les ilots de rats ZDF prédiabétiques et
diabétiques (Shimabukuro et al., 1998b). Ils peuvent étre générés soit a partir de la
voie de la sphingomyéline par la sphingomyélinase ou encore par la synthése de
novo via la sérine palmitoyltransférase (SPT) et la céramide synthéthase (voir
figure 8 ci-dessus). Les hauts niveaux de triglycérides contenus dans les ilots de
rats ZDF constituent une source probable de palmitoyl-CoA nécessaire 4 la
formation de novo des céramides (Shimabukuro et al., 1998a). Les cibles de la voie
des céramides connues a ce jour comprennent la « ceramide-activated protein
phosphatase » (Wolff et al., 1994) et la PKC{ (Lozano et al., 1994), une isoforme
atypique de PKC. La voie des céramides peut induire la différentiation cellulaire
(Alessenko et al., 1999), la prolifération (Olivera et al., 1999) ou encore I’arrét de

prolifération (Kondo et al., 2000) selon la nature du stimulus et le type cellulaire.
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Par contre, ’activation de cette voie constitue généralement un signal apoptotique

dans plusieurs types cellulaires (Mathias et al., 1998).
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Figure 8 : Biosyntheése de novo des céramides. (D’apres Perry D. J. Biol. Chem.
(2000) 275 : 9078-5084)
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6- THEMATIQUE ET BUT DU TRAVAIL DE MAITRISE

Diéte riche en graisses '

I? Acides grgras libres |

y

Activation de voies
de signalisation

/\

Induction de génes 4 Activité de liaison 4 'ADN de
a réponse précoce facteurs de transcription

T e e
-

;T Transcription de génes tardifs cibles l

‘\,ﬁ/—VJ

Contrdle : prolifération cellulaire
métabolisme
apoptose
biosynthése d'insuline

Figure 9 : Représentation schématique de ’hypothése de travail.
L’hypotheése de travail, expliquant comment de hauts niveaux d’acides gras
circulants pourraient modifier le systéme de transduction métabolique de la cellule

pancréatique B et participer a la pathogénese du diabéte de type 2, est illustrée.

Dans I’étiologie du diabete de type 2 associé a 1’obésité, les acides gras a longues
chaines (AGLC) pourraient initialement participer au phénoméne de compensation
par la cellule pancréatique B de la résistance a I'insuline en augmentent la sécrétion
d’insuline stimulée par le glucose et en augmentant la prolifération des cellules
pancréatiques 3. Toutefois, de hauts niveaux de AGLC en circulation sur de plus

longues périodes semblent étre néfastes pour la cellule pancréatique p.
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Afin de comprendre les changements phénotypiques de la cellule pancréatique 3
induits par les AGLC, nous avons étudié I’effet de deux acides gras abondants de
la diéte (soit I'oléate et le palmitate) sur I’expression de c-fos et d’autres génes a
réponse précoce. Ces genes représentent des candidats intéressants puisqu’ils sont
connus pour étre activés par le calcium et les nutriments (Roche et Prentki, 1994;
Distel et al., 1992) et ils sont impliqués dans I’expression de différents génes
tardifs régulant le métabolisme, la différentiation cellulaire, la prolifération
cellulaire et 1’apoptose (Karin, 1992; Karin et al., 1997) (fig. 9). Nous avons aussi
¢valué I’activité du facteur de transcription AP-1, qui est composé de dimeres des
membres des familles JUN, FOS et ATF, par retard sur gel. L’ hypothése selon
laquelle Pexpression de c-fos pourrait corréler avec la prolifération de la cellule
pancréatique [ a ét¢ testée afin de savoir s’il pouvait étre impliqué dans un
possible effet prolifératif des acides gras. Nous avons de plus étudié ’effet de
I’oléate et du palmitate sur la voie de transduction de signaux de la PI-3K, une
cascade signalétique intéressante puisqu’elle est activée en réponse a de nombreux
facteurs de croissance dans divers types cellulaires (Vanhaesebroeck et al., 1997).
Enfin, nous avons aussi étudi¢ 1’effets des deux acides gras sur "activité de liaison
a ’ADN du facteur de transcription PDX-1. Ce facteur de transcription, dont des
mutations causent un diabéte de type 2, est situé en aval de la PI-3K et il est
impliqué dans ’expression du géne de 'insuline ainsi que de génes importants

pour le transport et le métabolisme du glucose dans la cellule pancréatique B.

Pour ce faire, nous avons utilisé la lignée cellulaire insulino-sécrétoire INS-1
dérivée de cellules pancréatiques B provenant d’une tumeur induite chez le rat par
irradiation aux rayons X (Asfari et al., 1992). Ces cellules représentent un bon
modele de cellules pancréatiques B puisqu’elles sécretent I’insuline en réponse aux
concentrations physiologiques de glucose d’une maniére similaire aux cellules

normales.
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES

Matériel . Les acides gras (acides oléique et palmitique) ont été achetés chez
Sigma (St-Louis, MO). Le milieu RPMI 1640 et les suppléments (incluant le
sérum de veau fétal) ont ét€¢ obtenus chez Gibco BRL (Burlington, ON). La

thymidine tritiée a été achetée chez ICN (Costa Mesa, CA).

Culture cellulaire et incubation : Les cellules INS-1 (passages 36 a 70) sont
cultivées dans du milieu RPMI 1640 contenant 10 mM HEPES, 10% de sérum de
veau fétal, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 50 uM B-mercaptoéthanol,
100 IU/mL pénicilline et 100 pg /mL streptomycine & 37 °C dans une atmosphére
humide (5% CO,, 95% air). Lorsqu’elles atteignent une confluence de 80%
(environ 7 jours), les cellules sont lavées avec du PBS (solution de tampon
phosphate) et préincubées pour 48 h dans un milieu RPMI contenant seulement 5
mM glucose. Les cellules sont par la suite lavées au PBS et incubées pour
différents temps dans un milieu RPMI sans sérum contenant 0,5% BSA (albumine

de beeuf) et différents nutriments calorigéniques (glucose et acides gras).

Préparation des solutions d'acides gras liés a I'albumine - Le sel de palmitate ou
d’oléate est dissout & 37 °C dans une solution de BSA 5%. Une fois ’acide gras
dissout, le pH est ajusté a 7,4 et la solution est filtrée sur un filtre de 0,45 um. La
concentration en acide gras est ensuite déterminée par un dosage enzymatique
utilisant le kit NEFA C (Wako Chemicals, Richmond, VA). La concentration
d’acide gras est ajustée 2 4 mM d’une maniére a4 obtenir une solution 10 fois

concentrée.

Isolation de I’ARN et analyse par northern blot : L’ ARN total des cellules INS,
incubées pendant 1 h dans du RPMI sans sérum contenant 0,5% de BSA et 5 mM
glucose en présence ou en absence d’acides gras, est isolé par la méthode

guanidine isothiocyanate/phénol/chloroforme. 15 pg d’ARN dénaturé dans du
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glyoxal et du diméthylsulphoxide est analysé par ¢lectrophorese sur gel d’agarose
1,2%. L’ARN est transféré sur une membrane de nylon par capillarité et détecté
par hybridation avec une sonde ADNc marquée au P32, Un fragment a-actine
humaine (Pstl 1-720 Pvull) dans le plasmide pSP65 et une coloration au bleu de

méthyléne sont utilisés pour normaliser les niveaux d’ARNm.

Western blot (immunobuvardage) : Les cellules INS-1 cultivées dans des pétris de
10 cm de diamétre ont été lavées au PBS et les protéines totales extraites en
ajoutant 0,5 ml d’un tampon de lyse contenant 50 mM Tris (pH 7.4), 156 mM
NaCl, 5 mM EGTA, 100 png/ml PMSF, 1 pg/ml aprotinine et 1% Triton X-100. 60
mg d’extraits sont chargés sur un gel SDS-PAGE 10% pour électrophorése et
transférés sur une membrane de nitrocellulose (BioRad, Richmond, CA). La
protéine c-Fos est détectée a 1’aide d’un anticorps spécifique obtenu chez

Calbiochem (Toronto, ON).

Préparation des extraits nucléaires et EMSA (« electrophoretic mobility shifi
assay ») . Les extraits nucléaires sont isolés selon une méthode déja publiée (Han
et al., 1991). En bref, les cellules (40 X 10° par condition) incubées pendant 2 h en
présence des différents acides gras dans un milieu RPMI sans sérum contenant
0,5% BSA et 5 mM glucose sont recueillies, lavées dans du PBS froid,
sédimentées a 3 500 g pendant 4 min et lysées dans un tampon A (15 mM KCI, 2
mM MgCly, 10 mM HEPES (pH 7,4), 0.1% phénylméthylsulfonyl fluoride
(PMSF) et 0.5% Nonidet P-40). Les noyaux sont alors centrifugés (100g pendant 5
min) et lavés dans du tampon A sans Nonidet P-40. La lyse s’effectue ensuite en
ajoutant 10 pul d’un tampon contenant 2 mM KCl, 25 mM HEPES (pH 7,4), 0.1%
EDTA et 1 mM dithiothreitol (DTT). Aprés une incubation de 15 min sur glace, on
ajoute 300 pl d’un tampon contenant containing 25 mM HEPES, 1 mM DTT,
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0.1% PMSF, 2 pg/ml aprotinin, 0.1 mM EDTA et 11% glycerol. Les échantillons
sont alors centrifugés a 16 000 g pendant 20 min et le surnageant contenant les
protéines nucléaires est conservé a —80 °C avant ’analyse. Les oligonucléotides
utilisés pour les essais de retard sur gel ( methode EMSA) ont €t€ achetés chez
ACGT (Toronto, ON). Un oligonucléotide de 30 paires de bases contenant une
séquence de la boite Al du promoteur de I’insuline 1 de rat a été utilisé¢ pour
mesurer l’activit¢ de liaison & I’ADN du facteur de transcription PDX-I1
(Macfarlane et al., 1994). Un oligonucléotide de 28 paires de bases contenant une
séquence consensus de reconnaissance pour AP-1 (Ausserer et al, 1994) a été
utilisé pour mesurer ’activité de liaison a I’ADN du facteur de transcription AP-1.
Un oligonucléotide de 23 paires de bases contenant une séquence consensus de
reconnaissance pour HNF-4 (Geneka, Montréal, PQ) a été utilisé pour mesurer
Iactivit¢ de liaison a I"ADN du facteur de transcription HNF-4. Les
oligonucléotides double-brins sont marqués avec du [y°P]-ATP en utilisant le
« DNA 5'-end-labeling kit » de Boehringer Mannheim (Indianapolis, IN). Les
essais de retard sur gel sont réalisés selon une méthode déja publiée (Fried et
Crothers, 1981). En bref, 5 ug de protéines d’extraits nucléaires sont incubés avec
la sonde marquées (20 000 cpm par €chantillon) pendant 20 min a la température
de la piece dans un tampon contenant 25 mM HEPES (pH 7,4), 10% glycerol, 50
mM NaCl, 0.05% Nonidet P-40 et 1 mM DTT. Un excés de 50 X
d’oligonucléotides non-marqués a ¢té ajouté au mélange réactionnel pour
démontrer la spécificité de la liaison a 'ADN pour les différents facteurs de
transcription. Les échantillons sont chargés sur un gel de polyacrylamide 4% non-

dénaturant.

Incorporation de thymidine tritiée . Les cellules ont été¢ ensemencees 48 h avant

utilisation dans des plaques de 96 puits a raison de 80,000 cellules par puits et
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cultivées dans du milieu RPMI régulier tel que décrit plus haut. Les cellules sont
alors lavées dans du PBS et préincubées pour une période de 24 h dans un milieu
RPMI minimal (sans sérum, sans glucose et contenant 0,1% BSA). Les cellules
sont ensuite incubées pour 24 h en présence de différents agents (ol¢ate, palmitate
et glucose) dans le milieu RPMI minimal. La prolifération est déterminée par des
mesures d’incorporation de thymidine tritiée (1 uCi/puits) pendant les 4 derniéres
heures de 'incubation de 24 h. Les cellules sont ensuite recueillies a ’aide d’un
« PHD cell harvester » de Cambridge Technology (Watertown, MA) et la

radioactivité retenue sur des filtres de fibre de verre est mesurée.

Mesure de ['activité de la phosphatidylinositol-3 kinase (PI-3K) : La PI-3K est
immunoprécipitée a partir de 2 2 3 mg de protéines totales et resuspendue dans
50ul d’un tampon contenant 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 100 mM NacCl et 100 mM
EGTA. Aprés une préincubation de 10 min avec 10 pg de L-a-
phosphatidylinositol, 10 pCi de [y32P]-ATP est ajouté avec 10 mM MgCly. Les

réactions effectuées a température ambiante sont alors arrétées aprés 4 min avec
0.15 ml d’un mélange de CHCI3-MeOH-HCI (100:200:2). Les lipides sont extraits
et déposés sur des plaques de silice pour chromatographie sur couche mince (Sun

et al., 19913},

Statistiques . Les moyennes des résultats sont représentées + ESM. Les analyses
statistiques ont été effectuées en utilisant le programme SPSS pour Windows. Les
différences entre deux conditions sont évaluées selon le « Student’s 7-test » pour
des échantillons comparables. Les différences sont jugées statistiquement

significatives lorsque p est plus petit que 0.05.
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CHAPITRE 3 : RESULTATS

L'oléate et le palmitate augmentent ['expression du géne c-fos dans les cellules

INS-1.

L’effet des acides gras sur les niveaux d’ARNm de différents génes a réponse
précoce a été étudié par northern blot. La figure 10 démontre que deux acides gras
parmis les plus abondants de la di¢te, soit ’oléate (C18 :1, ®9) et le palmitate
(C16 :0), causent une accumulation du transcrit de ¢-fos apres 60 min. Le glucose,
un autre nutriment calorigénique et un puissant sécrétagogue de la cellule
pancréatique {3, n’a pas d’effet sur I’expression de c-fos. Les résultats révelent que
les agents pharmacologiques PMA (phorbol 12-myristate 13-acétate), un ester de
phorbol activant la voie de signalisation de la PKC et un agent inducteur de
tumeur, et la forskoline, un activateur de la voie de transduction de signaux
AMPc/PKA, produisent une forte induction de c-fos. De plus, la dépolarisation de
la cellule par une haute concentration de KCl causant un influx de Ca®" dans la

cellule augmente le niveau du transcrit de c-fos.

Nous avons aussi vérifié D'effet des acides gras sur d’autres génes a réponse
précoce pouvant €tre impliqués dans Ieffet pléiotropique des acides gras. Ainsi,
Pol€éate et le palmitate augmentent ’expression du géne a réponse précoce nur-77
mais n’ont pas influencé les niveaux de junB, un membre de la famille JUN (fig.
10).

La figure 11 démontre que I’induction des geénes a réponse précoce c-fos et nur-77
semble spécifique aux acides gras saturés a longue chaine (myristate (C14 :0) et
palmitate (C16 :0)) et monoinsaturés (oléate (C18:1,w9)). En effet, les acides gras
saturés a courte chaine (decanoate (C10 :0) et octanoate (C8 :0)) et polyinsaturés

(linoléate (C18:2,06), linolénate (C18:3,w3), docosahexaenoate (C22:6,03), et
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arachidonate (C20:4,w6)) n’ont pas influencé les niveaux des transcrits c-fos et
nur-77. Le 2-bromo-palmitate, un analogue non-métabolisable du palmitate, n’a
pas eu d’effet sur I’expression de c-fos et nur-77 tandis que le clofibrate, un

agoniste de PPAR-q, a augmenté légerement le niveau du transcrit de nur-77.

Afin de savoir si I’induction de c¢-fos par les acides gras cause une accumulation de
la protéine c¢-FOS, nous avons extrait les protéines totales de cellules INS-1
incubées en absence ou en présence d’acides gras pendant 2 h puis analysé les
niveaux de c-FOS par western blot. La figure 12 montre que 1’oléate et le palmitate
augmentent les niveaux de la protéine c-FOS par un facteur d’environ 30% et 80%
respectivement. Bien que les résultats s’avérent statistiquement significatifs par le
test de Student, I’effet de ’oléate ne I’est pas lorsque analysé & 1’aide du test
ANOVA (Analysis of variance). L’effet de 1’oléate deviendrait significatif selon
cette méthode avec la compilation d’un plus grand nombre de données. Ces
résultats indiquent que 1’induction du transcrit de c-fos est accompagnée par une

augmentation de sa protéine correspondante.

L'oléate et le palmitate augmente 1'activité de liaison a I'’ADN du facteur de

transcription AP-1.

Afin de savoir si [’augmentation du niveau de la protéine ¢-FOS corréle avec une
augmentation de D’activité de liaison a I’ADN du complexe AP-1, un facteur de
transcription composé de dimeres des membres des familles JUN, FOS et ATF
(Karin, 1992; Karin et al., 1997), nous avons effectu¢ des essais de retard sur gel
(méthode EMSA). Le complexe AP-1 lie son élément de réponse grace aux
domaines de liaison a4 I’ADN des facteurs de transcription dont 1l est composé
(Karin, 1992; Karin et al., 1997). L’activité transcriptionnelle du facteur AP-1 est
essentielle a la réponse a certains signaux mitogéniques (Piechaczyk et Blanchard,

1994; Schreiber et al., 1999), a la réponse cellulaire a plusieurs stress (Ausserer et
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al., 1994), a Tinduction de I’apoptose (Bossy-Wetzel et al., 1997) et au
développement (Lian et al., 1991).

Les protéines nucléaires des cellules INS-1 ont ét¢ extraites apres 2 h d’incubation
en absence on en présence d’acides gras. La figure 13 montre que la liaison a
I’ADN du complexe AP-1 est augmentée de prés de 30% par "oléate et de 40%
par le palmitate. Encore une fois, les résultats s’avérent statistiquement
significatifs par le test de Student mais ’effet de I’oléate ne ’est pas lorsque
analysé a I’aide du test ANOVA. L’effet de I'oléate deviendrait significatif selon
cette méthode avec la compilation d’un plus grand nombre de données. Ce résultat
indique que l’activit¢ de liaison a ’ADN du complexe AP-1 cormréle avec
I’expression du géne c-fos et I’accumulation de la protéine (voir les figures 10 et
E2).

L’oléate, mais pas le palmitate, augmente ['activité de la PI-3K et l'incorporation

de la thymidine tritiée dans I’ADN des cellules INS-1.

Nous avons par la suite évalué la prolifération cellulaire par des mesures
d’incorporation de thymidine tritiée dans I’ADN des cellules INS-1 afin de vérifier
si I’augmentation de 1’expression de c-fos par les acides gras pouvait induire un tel
changement phénotypique. Ainsi, les cellules INS-1 ont été incubées pendant 24 h
dans un milieu RPMI sans sérum contenant 0,5% BSA et 5SmM glucose en absence
ou en présence de BSA. Une concentration élevée en glucose (25 mM) a été
utilisée comme contréle positif puisqu’il a déja €té montré que le glucose
augmente la prolifération des cellules pancréatique f d’une maniére dose-
dépendante (Hellerstrom, 1988). Les résultats indiquent que l’oléate augmente
I’incorporation de thymidine tritiée d’un facteur 2 tout comme le glucose, un agent
prolifératif connu pour la cellule pancréatique § (fig. 14). Contrairement a I’oléate,
le palmitate n’a pas d’effet sur I’incorporation de thymidine tritiée. Ces effets
divergent de ceux obtenus pour I’expression du gene a réponse précoce c-fos et

pour les essais de retard sur gel (méthode EMSA) du facteur de transcription AP-1.



40

Les cellules étaient viables dans les conditions expérimentales utilisées au-dela de

48h.

Afin de mieux comprendre comment I’oléate et le palmitate exercent des actions
différentes sur la prolifération cellulaire, nous avons étudié ’activation de la
phosphatidylinositol 3-kinase (PI-3K), une kinase impliquée dans la transduction
de signaux mitogéniques et anti-apoptotiques. La PI-3K phosphoryle I’anneau
inositol des phosphatidylinositols (PI) en position 3 pour donner des PI-P3
(MacDougall et al., 1995). La PI-3K active la voie RaffMAPK pour moduler
I’activité de divers facteurs de transcription (Wang et al., 1998; Castillo et al.,
1998), augmente la synthése protéique (Thomas et Hall, 1997), et active la
PKB/Akt via I’enzyme PDK (Anderson et al., 1998). La PKB active I’isoforme
atypique £ de la PKC (Le Good et al., 1998), bloque I’apoptose et augmente la
survie cellulaire via la phosphorylation de la protéine BAD (del Peso et al., 1997).
La PKB active aussi la synthese du glycogéne via la phosphorylation de la GSK-3
(Cross et al., 1995), augmente 1’expression d’une enzyme critique de la lipogénese,
soit la FAS (273) et stimule la translocation de vésicules contenant les transporteur
du glucose GLUT4 a la surface cellulaire afin d’augmenter la capture du glucose
dans les tissus périphériques (Cong et al., 1997). Une autre cible de la voie PI-3K
est la MAPK P38 qui semble étre impliquée dans la prolifération de la cellule 3
induite par le sérum (Burns et al., 2000) et dans I’expression du géne de I'insuline

en réponse au glucose (Macfarlane et al., 1997).

La PI-3K a été immunoprécipitée a partir de 2 a 3 mg de protéines totales et son
activité mesurée in vitro. L’oléate augmente ’activité de la PI-3K dans les cellules
INS-1 aprés une incubation de 5 min, contrairement au palmitate qui n’a pas
d’effet (fig. 15). Le glucose cause aussi une activation de la PI-3K (résultat non-
montré). Ces résultats indiquent que I’activité de la PI-3K semble corréler avec les

mesures d’incorporation de thymidine tritiée dans I’ADN des cellules INS-1.

L'oléate augmente ['activité de liaison a I’ADN du facteur de transcription PDX-1.
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L’action des acides gras oléate et palmitate sur I’activité de liaison a ’ADN du
facteur de transcription PDX-1 par retard sur gel (EMSA) a été étudice. PDX-1 est
un facteur de transcription spécifique a la cellule pancréatique §, situé en aval de la
PI-3K et impliqué dans la régulation par le glucose du géne de I'insuline ainsi que
divers genes du métabolisme intermédiaire (Habener et Stoffers, 1998). La figure
16 montre que I’oléate, mais pas le palmitate, augmente 1’activité de liaison a
I’ADN du facteur de transcription PDX-1 dans la cellule INS-1 aprés une
incubation de 2 h. Les résultats indiquent que I’augmentation de 1’activité¢ de
liaison 2 ’ADN du facteur de transcription PDX-1 corréle avec les mesures
d’incorporation de thymidine tritice et avec I’activité de la PI-3K, contrairement

aux mesures du transcrit c-fos et la liaison a I’ ADN de AP-1.
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Figure 10 : Effet des acides gras sur I’induction de c-fos, nur77 et
junB. Analyse par northern blot de 15 pg d ’ARN total de cellules INS-1
incubées pendant 1 h en présence d’acides gras, de différentes
concentrations de glucose et de différents agents. BSA: 5 mM glucose et
0,5% BSA; Oléate: 0,5 mM oléate, 5 mM glucose et 0,5 % BSA;
Palmitate: 0,5 mM palmitate, 5 mM glucose et 0,5% BSA; G25: 25 mM
glucose; PMA: 2 uM PMA; Forskolin: 4 pM Forskoline; KCl: 30 mM
KCL
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Figure 11 : Effet de différents acides gras ou du clofibrate sur 1 ’induction
de c-fos et de nur-77. Analyse par northern blot de 15 pg d ’ARN total de
cellules INS-1 incubées pendant 1 h en présence de 0,5% BSA et de différents
agents soit: C8:0, 2,5 mM octanoate; C10:0, 2,5 mM décanoate; C14:0, 0,4
mM myristate; C16:0, 0,4 mM palmitate; C18:1,09, 0,4 mM oléate; C18:2,06,
0,4 mM linoléate; C18:3,03, 0,4 mM linolénate; C22:6,03, 0,3 mM
docosahexaenoate; C20:4,06, 0,25 mM arachidonate; 2Br-C16:0, 0,4 mM 2-
Br-palmitate; et 0,5 mM clofibrate.
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Figure 12 : L’oléate et le palmitate causent une accumulation
de la protéine c¢-FOS dans les cellules INS-1. Analyse par
western blot de 60 pg de protéines totales extraites de cellules
INS-1 incubées pendant 2 h 2 5 mM glucose en absence ou en
présence d ’acides gras. La figure montre un résultat représentatif.
BSA: 5 mM glucose et 0,5% BSA; Oléate: 0,5 mM oléate, 5 mM
glucose et 0,5 % BSA; Palmitate: 0,5 mM palmitate, 5 mM
glucose et 0,5% BSA. Les moyennes + ESM de trois expériences
indépendantes sont représentées.
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Figure 13 : L’oléate et le palmitate augmentent la liaison 2 PADN du
facteur de transcription AP-1 dans les cellules INS-1. A: Retard sur gel
(EMSA) représentatif réalisé avec des extraits nucléaires de cellules INS-1
incubées pendant 2 h & 5 mM glucose en absence ou en présence d ’acides
gras. Ligne 1: 5 mM glucose et 0,5% BSA; ligne 2: 0,5 mM oléate, 5 mM
glucose et 0,5% BSA; ligne 3: 0,5 mM palmitate, 5 mM glucose et 0,5%
BSA,; ligne 4: sans extrait nucléaire ajouté; ligne 5: comme ligne 3 avec un
exceés de sonde non-marquée.

B: Quantification des différents essais. Les moyennes + ESM de trois
expériences indépendantes sont représentées.
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Figure 14 : Effets du glucose, de D’oléate et du palmitate sur
P’incorporation de thymidine tritiée dans ’ADN des cellules INS-1. Les
cellules ont été cultivées dans un milieu RPMI sans sérum contenant 5 mM
ou 25 mM glucose et 0,5 mM des différents acides gras liés a la BSA. La
thymidine tritiée a été ajoutée pour les 4 dernieres heures d "une incubation
de 24 h. G5: 5 mM glucose; G25: 25 mM glucose; BSA: 5 mM glucose et
0,5% BSA; Oléate: 0,5 mM oléate, 5 mM glucose et 0,5 % BSA; Palmitate:
0,5 mM palmitate, 5 mM glucose et 0,5% BSA; Les moyennes = ESM de
trois expériences indépendantes, chacune contenant des quadruplicats, sont
représentées.
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Figure 15 : L’oléate, mais pas le palmitate, augmente Pactivité de
la PI-3K dans les cellules INS-1. Les cellules INS-1 ont été incubées
pendant 5 min 4 5 mM glucose en absence ou en présence d ’acides
gras liés a la BSA. BSA: 5 mM glucose et 0,5% BSA; Oléate: 0,5 mM
oléate, 5 mM glucose et 0,5 % BSA; Palmitate: 0,5 mM palmitate, 5
mM glucose et 0,5% BSA.
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Figure 16 : L’oléate, mais pas le palmitate, augmente la liaison 2
PADN du facteur de transcription PDX-1 dans les cellules INS-1.
Retard sur gel (EMSA) représentatif de deux expériences indépendantes
réalisé avec des extraits nucléaires de cellules INS-1 incubées pendant 2 h
a 5 mM glucose en absence ou en présence d ’acides gras. Ligne 1: 5 mM
glucose et 5% BSA; ligne 2: 0,5 mM oléate, 5 mM glucose et 5% BSA;
ligne 3: 0,5 mM palmitate, 5 mM glucose et 5% BSA; ligne 4: sans extrait
nucléaire ajouté; ligne 5: comme ligne 3 avec un excés de sonde non-
marquee.
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NOTE : La plupart des résultats décrits dans ce mémoire ont été intégré a une

publication parue dans la revue Diabetes :
Roche, E., Buteau, J., Aniento, 1., Reig, J.A., Soria, B., et Prentki, M. (1999).

Palmitate and oleate induce the immediate-early response genes c-fos and nur-77
in the pancreatic beta-cell line INS-1. Diabetes 48, 2007-2014.

(Voir sommaire de ['article en annexe).
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION

Les acides gras peuvent étre impliqués dans la progression d’une multitude de
pathologies dont le cancer, I"hyperlipidémie, ’hypertension et le diabéte. Leurs
différents effets peuvent dépendre de la longueur de la chaine carbonée et du degré
d’insaturation (Hertz et al., 1998). Afin de mieux comprendre les effets des acides
gras sur la cellule pancréatique B dans la pathogénése du diabéte liée a 1’obésite,
différentes études se sont intéressées a la modulation de 1’expression de certains
genes du métabolisme des acides gras. Ainsi, il a été montré que les acides gras
induisent I’expression des genes de la CPT-1 (Assimacopoulos-Jeannet et al.,
1997) et de I'acétyl-CoA oxydase (ACO) (Intrasuksri et al., 1998), deux enzymes
impliquées dans I’oxydation des graisses. De plus, les acides gras diminuent
I’expression de I’ACC, I’enzyme qui synthétise le malonyl-CoA, un métabolite clé
régulant ’oxydation des graisses via son action inhibitrice sur la CPT-1 (Brun et
al.,, 1997). Ces observations permettent de suggérer que [’augmentation de
I’expression de I’ACO et la de la CPT1 dans la cellule pancréatique B en réponse
aux acides gras pourrait jouer un role dans la sécrétion d’insuline ou encore servir
a la détoxification lipidique de la cellule en augmentant I’oxydation des graisses

afin de diminuer leurs concentrations intracellulaires.

Lors de cette étude, nous avons étudié 1’effet des acides gras sur ’expression de
certains genes a réponse précoce (dont le géne c-fos), sur la prolifération de la
cellule B (INS-1), et sur P’activité¢ de certains facteurs de transcription importants
(soit AP-1 et PDX-1) pour la cellule pancréatique B afin de mieux définir les voies
participant a ’effet pléiotropique de ces nutriments (voir 1I’hypothése de travail a la
figure 9). La possibilité que les acides gras puissent moduler d’autres facteurs de
transcription (soit HNF-4 et les PPARSs) non étudiés au cours de ce travail est aussi
discutée. La détermination de ’effet & court terme sur les génes a réponse précoce
et sur divers facteurs de transcription constitue une approche complémentaire a la

précédente qui étudie I’effet des acides gras sur les génes du métabolisme.
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Induction de génes a réponce précoce

Les résultats démontrent que 1’oléate (un acide gras mono-insaturé) et le palmitate
(un acide gras satur¢), augmentent I’expression de c-fos et de nur-77, deux genes a
réponse précoce impliqués dans le contréle de la prolifération, de la différenciation
cellulaire et de l'apoptose. La littérature est contradictoire en ce qui a trait aux
concentrations physiologiques d’acides gras circulants non-liés a I’albumine.
Certains P'estime a 7,5 nM (Richieri et Kleinfeld, 1995), une concentration
reproduite par nos conditions expérimentales puisque ’on estime que la
concentration d’acides gras non-liés a I'albumine résultante est de 1’ordre du
nanomolaire (résultats non-publié€s). Toutefois, les conditions expérimentales de
cette étude ne reproduisent pas fidélement la physiologie étant donné que la
concentration sanguine d’albumine se situe entre 3% et 5%. Aussi, on sait que le
palmitate se lie avec une plus grande affinit¢ a 1’albumine bovine que ’oléate
(Richieri et al., 1993) et il en résulte donc que la concentration d’oléate libre était

plus importante que celle du palmitate.

Il est intéressant de noter que 1’action de I’oléate et du palmitate, deux acides gras
abondants dans la dicte, sur I’expression des génes a réponse précoce semble leur
étre spécifique puisque les acides gras a courte chaine ou poly-insaturés n’ont pas
eu d’effet inductif sur les geénes c-fos et nur-77. L’induction de c-fos et de nur-77
apres seulement une heure d’incubation en présence d’oléate et de palmitate
démontre que ce sont bien des génes a réponse précoce induits par les acides gras
dans les cellules INS-1.

Le mécanisme précis par lequel 1’oléate et le palmitate induisent c-fos et nur-77
demeure toutefois inconnu. Des évidences nous indiquent que I’effet des acides
gras sur I'induction de c-fos et nur-77 dépend de leur métabolisme puisque le
bromo-palmitate, un dérivé non métabolisable du palmitate, est sans effet sur
I’expression de c-fos et que les voies de transduction de signaux impliquant la PKC

et le Ca®" semblent étre impliquées (Roche et al., 1999). En effet, une diminution
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de la régulation de la voie de la PKC induite par une incubation des cellules INS-1
pendant 10 h en présence de PMA et une inhibition de la voie du Ca** par la
nifédipine (un inhibiteur des canaux calciques voltage-dépendants de type L) ont
toutes deux supprimé ’effet des acides gras sur c-fos (Roche et al., 1999). Ces
observations sont en accord avec le fait que le palmitate cause une translocation de
la PKC du cytoplasme a la membrane dans les ilots suite a son métabolisme
(Alcazar et al., 1997). Les acides gras, suite a leur transformation en lipides
complexes, tel que le diacylglycérol, pourraient activer certaines isoformes de
PKC, soit les PKC typiques «, 3 et y. En ce qui concerne I’implication de la voie
du Ca®, les acides gras sont reconnus pour augmenter I’influx de Ca®" via les
canaux calciques de type L dans les ilots (Warnotte et al., 1994). Nos résultats
démontrent que la nifédipine supprime I’action des acides gras sur c-fos (Roche et
al., 1999). Ceci favorise I’hypothése selon laquelle un influx de Ca** via les canaux

calciques de type L participe a I’induction de c-fos par I’oléate ou le palmitate.

Corrélant avec I’expression de c-fos, les résultats indiquent qu’une incubation des
cellules INS-1 pour une période de 2 h en présence d’oléate et de palmitate cause
une accumulation de la protéine c-FOS et une augmentation de I’activité de liaison
a I’ADN du facteur de transcription AP-1. On sait que le complexe AP-1 augmente
Pexpression de plusieurs génes a réponse tardive qui exercent différentes fonctions
dans la cellule pancréatique . En effet, ces génes peuvent étre impliqués dans la
prolifération, I’apoptose et ’induction de geénes du métabolisme (Karin, 1992;

Karin et al., 1997).

Prolifération cellulaire

Afin de savoir si I’induction de c-fos par I’oléate ou le palmitate pourrait jouer un
role dans la régulation de la prolifération par les acides gras, nous avons évalué la
prolifération des cellules INS-1 par des mesures d’incorporation de thymidine
triti¢e dans ’ADN. Un possible effet prolifératif des acides gras pourrait étre
impliqué dans la phase de compensation de la résistance i I’insuline dans

I’étiologie du diabéte de type 2. Les résultats démontrent que 1’oléate, mais pas le
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palmitate, augmente la prolifération cellulaire. De plus, 'effet de l'oléate est
comparable 4 celui du glucose, un agent prolifératif connu pour la cellule
pancréatique B qui exerce une action proliférative d’une maniére dose-dépendante
(Hellerstrom, 1988). Ceci suggére donc que |’oléate pourrait agir comme un
facteur de croissance pour la cellule pancréatique . Néanmoins, ces résultats ne
corrélent pas avec ceux obtenus en ce qui a trait aux mesures d’expression du geéne
c-fos, des niveaux de la protéine c-FOS et de ’activité¢ de liaison a ’ADN du
complexe AP-1. Ceci peut indiquer d’une part que 1’augmentation de I’expression
de c-fos induite par les acides gras ne semble pas participer a un possible effet
prolifératif. La divergence entre les effets de I’oléate et du palmitate au niveau de
la prolifération de la cellule INS-1 peut aussi s’expliquer par le fait que le
palmitate, et non I’oléate, augmente la formation de novo des céramides, ce qui
pourrait constituer un signal apoptotique pour la cellule pancréatique § (Mathias et
al., 1998). Ainsi, I'incorporation de thymidine tritiée pourrait représenter la
balance des processus apoptotiques et prolifératifs, les deux s’annulant en ce qui
concerne le palmitate. Une autre fagon d’expliquer I’effet différent de I’oléate et du
palmitate sur la prolifération de la cellule INS-1 serait par la modulation différente
de Tactivité de certaines kinases pouvant participer & divers systemes de

transduction de signaux.

AP-1

Tel que mentionné plus haut, AP-1 pourrait aussi étre impliqué dans la régulation
de I’apoptose. Les études effectuées chez le rat ZDF qui est un modéle utile pour
I’étude de la pathogénése du diabéte adipogénique ont suggéré que la destruction
des cellules pancréatiques  par apoptose impliquait une production accrue de NO
et une induction du géne de la NOS (« nitric oxide synthase ») (Shimabukuro et al.,
19981). Or, le géne de la NOS contient un élément de réponse a AP-1 et 4 NF-xB
(« nuclear factor-kB ») (Marks-Konczalik et al., 1998). Ainsi, une augmentation de
I’activité de liaison a ’ADN du complexe AP-1 combinée a celle de NF-xB

pourrait causer une augmentation de ’apoptose des cellules pancréatiques f. Il
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serait donc intéressant d’étudier la translocation au noyau de NF-xB par les acides
gras et de corréler ces études avec des mesures d’apoptose afin de vérifier si
P'induction de c-fos pourrait étre impliquée dans la régulation de I’apoptose.
D’ailleurs, une autre étude a montré que le processus d’apoptose pouvait étre
précédée par une induction de c-fos (Smeyne et al, 1993). On peut émettre
I’hypothese selon laquelle une induction de c-fos pourrait constituer un signal
apoptotique pour la cellule B lorsque combinée avec certains facteurs et un signal
prolifératif en d’autres circonstances. Il serait alors intéressant de vérifier en
premier lieu quels proto-oncogeénes composent le complexe AP-1 en réponse a
’oléate et au palmitate puisqu’on peut supposer que la divergence entre 1’effet de
I’oléate et du palmitate se situe a ce niveau. En effet, on sait que le complexe AP-1
peut étre composé d’homodimeéres des membres de la famille JUN ou ATF et
encore d’hétérodimeres entre les membres des familles JUN et FOS d’une part ou
JUN et ATF d’autre part (Karin, 1992; Karin et al., 1997). Une maniére simple
d’étudier la composition du complexe AP-1 serait la méthode du « supershift » qui
consiste a utiliser des anticorps spécifiques pour un proto-oncogéne en EMSA afin

d’¢liminer la liaison du complexe 4 I’ADN ou de retarder sa migration sur gel.
La voie PI-3K / PDX-1

L’effet des acides gras sur ’activité de la PI-3K, une enzyme impliquée dans la
transduction de signaux prolifératifs et anti-apoptotiques en réponse a divers
facteurs de croissance dans une variété de types cellulaires (Vanhaesebroeck et al.,
1997), a été étudié. Les résultats indiquent que 1’oléate, contrairement au palmitate,
augmente 1’activité de la PI-3K dans les cellules INS-1. Cette observation révéle
que Dactivit¢ de la PI-3K semble corréler avec les mesures de prolifération
cellulaire. Afin d’avoir plus d’évidences de I’implication de la PI-3K dans la
transduction du signal prolifératif induit par I’oléate, il serait utile d’utiliser des
inhibiteurs pharmacologiques de cette voie (tels que le LY 294002 et la
wortmannin) et de surexprimer un dominant négatif PI-3K afin de voir si une

modulation de son activité pourrait avoir des effets sur la prolifération induite par
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I’oléate. Le mécanisme par lequel 1’oléate pourrait activer la PI-3K dans la cellule
pancréatique B demeure a ce jour inconnu. Toutefois, on peut émettre I’hypothese
selon laquelle I’oléate pourrait activer la PI-3K via la transactivation du récepteur a
I’EGF. En effet, une récente publication démontre que les acides gras insaturés,
dont I’oléate, peuvent induire une autophosphorylation et une activation du
récepteur a I’EGF (Vacaresse et al., 1999). On peut supposer que le récepteur a
I’EGF pourrait ensuite activer la voie IRS/PI-3K. Cette transactivation du
récepteur a I’EGF induite par les acides gras insaturés pourrait étre due a des
changements dans la fluidit¢ membranaire ou & un récepteur extracellulaire a
I’oléate (Vacaresse et al., 1999). Aussi, il est intéressant de remarquer que les
acides gras saturés n’ont pu induire 1’autophosphorylation du récepteur a I’EGF et
ceci pourrait expliquer la divergence entre I’effet de 1’oléate et du palmitate sur

I’activation de la PI-3K.

On sait que la PI-3K active plusieurs autres voies ou kinases en fonction du
stimulus ou du type cellulaire. En effet, la PI-3K active la voie Raf/MAPK pour
moduler Pactivité de divers facteurs de transcription (Wang et al., 1998; Castillo et
al., 1998), active la P70°* pour augmenter la synthése protéique (Thomas et Hall,
1997), augmente 1’activité¢ de la MAPK P38 qui est impliqué dans I’expression du
géne de I'insuline en réponse au glucose (Macfarlane et al., 1997), et active
PKB/Akt via PDK (Anderson et al., 1998). PKB exerce aussi une action sur
plusieurs cibles : il active 1’isoforme atypique £ de la PKC (Le Good et al., 1998),
bloque I’apoptose et augmente la survie cellulaire via la phosphorylation de la
protéine BAD (del Peso et al., 1997), active la synthése du glycogeéne via la
phosphorylation de GSK-3 (Cross et al., 1995), augmente 1’expression d’une
enzyme critique de la lipogénese, soit la FAS (Wang et al., 1998), et stimule la
translocation de vésicules contenant les transporteur du glucose GLUT4 a la
surface cellulaire afin d’augmenter la prise de glucose dans les tissus périphériques
(Cong et al., 1997). En supposant que la PI-3K participe a la transduction du signal
prolifératif induit par 1’oléate, il serait intéressant d’étudier les voies de

transduction de signaux situ€e en aval de la PI-3K afin de déterminer quelle(s)



56

voie(s) est(sont) essentielle(s) a I’effet de ’acide gras. On sait déja que les MAPK
1/ 2 et la MAPK P38 sont nécessaires a 1’action proliférative induite par le sérum
sur la cellule pancréatique B (Burns et al., 2000). PKB est une autre cible de la PI-
3K qui se révele tout aussi intéressante étant donné son action sur le transport du
glucose, sur la lipogénese, la synthése du glycogeéne et sur I’activation de voies

anti-apoptotiques.

PDX-1 est un facteur de transcription impliqué dans le développement du pancréas
endocrine (Jonsson et al., 1994; Offield et al., 1996) de méme que dans
I’expression des genes de P'insuline, de la glucokinase et du transporteur de
glucose GLUT2 (Gremlich et al., 1997). Une mutation homozygote dans le géne
codant pour PDX-1 cause le diabéte de type MODY4 (Habener et Stoffers, 1998).
PDX-1 pourrait aussi étre impliqué dans la prolifération de la cellule pancréatique
B puisqu’on a rapporté que ’expression de PDX-1 corrélait avec une régénération
des cellules pancréatiques 3 suite & une pancréatectomie (Sharma et al., 1999). De
plus, une étude du groupe de K. Docherty a permis de démontrer que PDX-1 est
situé en aval de la PI-3K pour I’augmentation de I’expression du géne de I’insuline
et sa biosynthése en réponse au glucose (Macfarlane et al., 1997). Notre étude
montre que tout comme pour la modulation de Pactivité de la PI-3K, seul I’oléate a
pu augmenter la liaison de PDX-1 a4 I’ADN. Ces résultats permettent de croire que
I’oléate pourrait exercer une action insulinotropique sur la cellule pancréatique f.
Toutefois, pour le prouver, il faudrait étudier I'effet des acides gras sur
P’expression du geéne de 'insuline. Aussi, il est intéressant de remarquer qu’une
é¢tude a démontré que le palmitate diminuait I’activité de liaison de PDX-1 a
I’ADN induites par de hautes concentrations de glucose (Gremlich et al., 1997).
Nos résultats indiquent que le palmitate n’influence pas le niveau basal de liaison
de PDX-1 a ’ADN mais il serait intéressant de voir si le palmitate peut
antagoniser I’effet de I’oléate. Encore une fois, ces observations démontrent que
deux acides gras différents causent des effets divergents et que la consommation

de différents types d’acides gras pourrait influencer de maniéres différentes le
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meétabolisme, 1’expression génique de la cellule pancréatique B, et par conséquent

la pathogénese du diabéte de type 2.

Autres facteurs de transcription

On ne peut exclure I"hypothése selon laquelle ’oléate pourrait moduler I’activité
de certains autres facteurs de transcription afin de promouvoir la prolifération de la
cellule pancréatique B. Le facteur HNF-4 appartenant & la famille des facteurs de
transcription orphelins et des récepteurs nucléaires pourrait étre un candidat de
choix. HNF-4, dont des mutations cause le diabéte de type MODY1, contrdle
I’expression de geénes impliqués dans la pathogénese de plusieurs maladies. HNF-4
est impliqué dans 1’expression de la GAPDH, de la L-PK et du transporteur de
glucose GLUT?2 (Stoffel et Duncan, 1997). De plus, une publication a démontré
que les acides gras a longues chaines pouvaient moduler [activité
transcriptionnelle de HNF-4a en s’y liant sous leur forme acyl-CoA (Hertz et al.,
1998). Cette liaison des acides gras au site de liaison du ligand de HNF-4a dépend
de la longueur de la chaine carbonnée de du degré d’insaturation (Hertz et al.,
1998). HNF-1a, qui présente un élément de réponse 8 HNF-4 dans son promoteur,
pourrait étre impliqué dans ’expression du gene de I’insuline (Habener et Stoffers,
1998). 1l a donc été proposé qu’une augmentation de 1’activité de liaison & ’ADN
de HNF-4 pourrait augmenter 1’expression de HNF-1a qui induirait & son tour

I’expression du géne de I’insuline et la biosynthése de proinsuline.

Une autre publication a aussi démontré que HNF-4 pouvait compétitionner pour
certains sites de liaison a I’ADN avec d’autres facteurs de transcription tel que les
PPARs (Rodriguez et al., 1998). Les PPARs appartiennent a la superfamille des
récepteurs nucléaires et ils ont la capacité¢ de lier les acides gras a des
concentrations physiologiques (Krey et al., 1997). La famille des PPARs comprend
les isoformes o, § et y qui ont chacune des fonctions distinctes et une distribution
tissulaire différente (Schoonjans et al., 1996). Alors que la fonction de PPARP est

inconnue, on sait que PPARa et PPARy sont impliqués dans la régulation du
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métabolisme des lipides, la prolifération, la différenciation cellulaire, la
carcinogénése et ’apoptose (Brun et Spiegelman, 1997, Desvergne et al., 1998). Il
est alors attrayant d’émettre [’hypothése selon laquelle une modulation de I’activité
de liaison a I’ADN des PPARs par les acides gras pourrait modifier I’expression de
genes impliqués dans la régulation du meétabolisme, de la prolifération et de

I’apoptose pouvant ainsi expliquer 1’effet pléiotropique des acides gras.

En plus de leurs réles de substrats métaboliques, de réserves d’énergie et de
constituants de la membrane, il est probable que les acides gras abondants dans la
diéte puissent moduler D’activation de cascades de transduction de signaux et
I’expression de geénes impliqués dans plusieurs maladie et en particulier dans la

pathogénéese du diabete adipogénique.

Conclusion

En conclusion, I’oléate et le palmitate, a des concentrations physiologiques,
causent une accumulation des transcrits de c-fos et de nur-77, de la protéine c-FOS
et de Dactivité¢ de liaison a ’ADN du complexe AP-1. Toutefois, seul 1’oléate
augmente 1’incorporation de thymidine tritiée dans I’ADN des cellules INS-1. Cet
effet prolifératif de 1’oléate corréle avec une augmentation de I’activité de la PI-3K
et de la liaison a I’ADN du facteur de transcription PDX-1. Les résultats suggérent
que I"augmentation de I’activité de la PI-3K et de la liaison a I’ADN du facteur de
transcription PDX-1 induite par l’oléate pourrait jouer un réle dans I’effet
pléiotropique (prolifération cellulaire, expression d’enzyme du métabolisme,
biosynthése d’insuline) de 1’acide gras. Ainsi, dans la pathogénése du diabéte de
type 2, une augmentation des concentrations circulantes d’oléate pourrait
initialement aider & la compensation de la résistance a 1’insuline en favorisant la
production et la sécrétion d’insuline de méme qu’en augmentant la prolifération de
la cellule pancréatique 3. Néanmoins, 4 des concentrations plus élevées et sur une
plus grande durée de temps, I’hyperlipidémie et les acides gras libres élevés dans

le sang pourraient s’avérer toxiques pour la cellule pancréatique B. Enfin, cette
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étude vient renforcir ’hypothése selon laquelle la nutrition et en particulier une
diéte riche en graisses pourrait constituer un risque ou un facteur de progression
dans le développement de certaines pathologies dont le diabéte de type 2, I’obésité

et le cancer.
Perspectives future

Nos résultats ont un intérét nutritionnel et peuvent étre reliés a 1’étiologie de méme
qu’a la progression de certaines pathologies dont le diabéte de type 2, I’obésite et
le cancer. En effet, dans la mesure ou différents acides gras peuvent avoir des
effets divergents sur la prolifération et ’expression génique en fonction de la
longueur de la chaine carbonnée ou du degré d’insaturation, on peut penser que la
surconsommation de graisses, et en particulier de certains types d’acides gras,
pourrait é&tre impliquée dans ces pathologies diverses. Il serait donc
particuliérement intéressant d’étudier plus en détail I’effet des différents acides
gras sur la prolifération cellulaire en fonction de la longueur de la chaine
carbonnée et du degré d’insaturation. Il serait aussi intéressant d’essayer de
comprendre comment I’oléate peut activer la voie signalétique de la PI-3K puisque
cette voie est généralement activée en réponse aux facteurs de croissance via des
récepteurs tyrosine kinases. Enfin, un possible effet de différents acides gras sur
I’apoptose dans la cellule pancréatique f reste a étre évalué et pourrait constituer
une perspective a plus long terme. On pense en effet que 1’exposition prolongée de
la cellule pancréatique 3 4 de hautes concentrations d’acides gras pourrait induire
la mort cellulaire par apoptose. Expérimentalement, ces hypothéses pourraient étre
évaluées en utilisant la lignée cellulaire f INS et in vivo dans des animaux sous

perfusion.
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ANNEXE

Sommaire de ’article:

PALMITATE AND OLEATE INDUCE THE IMMEDIATE-EARLY RESPONSE GENES
c-fos AND nur-77 IN THE PANCREATIC B-CELL LINE INS-1

Enrique Roche, Jean Buteau, Inmaculada Aniento, Juan Antonio Reig, Bernat

Soria, and Marc Prentki

To better understand the link between fatty acid signaling and their pleiotropic
effects in the pancreatic B-cell we have investigated whether fatty acids
regulate immediate early response genes coding for transcription factors
implicated in cell proliferation, differentiation and apoptosis. Palmitate and
oleate but not long chain polyunsaturated fatty acids cause a pronounced
accumulation of ¢-fos and nur-77 mRNAs in B(INS)-cells to an extent similar
to that produced by the C- kinase activator PMA. The effect is dose dependent
and occurs between 0.1 to 0.5 mM in the presence of 0.5% albumin. The
action of the fatty acid occurs at the transcriptional level and the mRNA
accumulation displays a bell shape kinetic with a maximal effect at 1 h. 2-
bromopalmitate is ineffective indicating that fatty acids must be metabolized
to cause their effect. Both fatty acids are unable to induce c-fos and nur-77 in
either PKC-downregulated cells or in cells incubated in the presence of the
Ca®" channel blocker nifedipine or the Ca®* chelator EGTA, suggesting an
implication of the C-kinase and Ca* signaling pathways. Palmitate and oleate
also increase the DNA binding activity of the transcription factor(s) AP-1.
Finally, oleate but not palmitate increases [*H]-thymidine incorporation in
INS cells. It is suggested that IEG induction by the most abundant circulating
fatty acids play a role in the adaptive process of the B-cell to hyperlipidemia.
These results should have implication for our understanding of obesity-

associated diabetes and the link between fatty acids and tumorigenesis.
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