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Résumé 

Le diabète de type 2 (DT2) apparaît lorsque la sécrétion d’insuline par les 

cellules β des îlots du pancréas ne parvient plus à compenser la résistance à l’insuline 

des organes cibles. Parmi les médicaments disponibles pour traiter le DT2, deux 

classes agissent en améliorant la sensibilité à l’insuline : les biguanides (metformine) 

et les thiazolidinediones (pioglitazone et rosiglitazone). Des études suggèrent que ces 

médicaments protègent également la fonction des cellules β. Dans le but d’identifier 

des mécanismes par lesquels les médicaments insulinosensibilisateurs protègent les 

cellules β, nous avons étudié les effets aigus de la metformine et de la pioglitazone 

sur le métabolisme et la fonction des cellules INS 832/13, sécrétrices d’insuline et des 

îlots pancréatiques isolés de rats. Nous avons aussi validé in vivo avec des rats Wistar 

les principales observations obtenues en présence de pioglitazone grâce à des clamps 

glucidiques et par calorimétrie indirecte. 

Le traitement aigu des cellules β avec de la pioglitazone ou de la metformine 

inhibe la sécrétion d’insuline induite par le glucose en diminuant la sensibilité des 

cellules au glucose (inhibition en présence de concentrations intermédiaires de 

glucose seulement). Dans les mêmes conditions, les traitements inhibent aussi 

plusieurs paramètres du métabolisme mitochondrial des nutriments et, pour la 

pioglitazone, du métabolisme des lipides. Les composés affectent le métabolisme en 

suivant un patron d’inhibition similaire à celui observé pour la sécrétion d’insuline, 

que nous avons nommé « décélération métabolique ». La capacité de la pioglitazone à 

inhiber la sécrétion d’insuline et à ralentir le métabolisme mitochondrial de façon 

aigüe se confirme in vivo. 

En conclusion, nous avons identifié la décélération métabolique de la cellule β 

comme nouveau mode d’action pour les médicaments insulinosensibilisateurs. La 

décélération métabolique causée par les agents insulinosensibilisateurs les plus 

utilisés semble provenir d’une inhibition du métabolisme mitochondrial et pourrait 

être impliquée dans les bienfaits de ceux-ci dans un contexte de stress métabolique. 

Le fait que les deux agents insulinosensibilisateurs étudiés agissent à la fois sur la 

sensibilité à l’insuline et sur la sécrétion d’insuline, les deux composantes majeures 
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du DT2, pourrait expliquer pourquoi ils sont parmi les agents antidiabétiques les plus 

efficaces. La décélération métabolique est une approche thérapeutique à considérer 

pour le traitement du DT2 et d’autres maladies métaboliques. 

 

Mots clés : Diabète de type 2, Cellule bêta pancréatique, Sécrétion d’insuline, 

Métabolisme, Thiazolidinedione, Pioglitazone, Metformine, AMPK, PPARgamma, 

Décélération métabolique. 
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Abstract 

Type 2 diabetes (T2D) appears when insulin secretion by pancreatic β-cells 

fails to compensate for insulin resistance. Two classes of anti-diabetic drugs have 

been used to target insulin resistance: biguanides (metformin) and thiazolidinediones 

(pioglitazone and rosiglitazone). Some studies suggest that these compounds also 

protect β-cell function. In order to identify the mechanisms whereby insulin-

sensitizing agents protect β-cell function, we used INS 832/13 insulin secreting cells 

and isolated pancreatic rat islets to study the acute effects of pioglitazone and 

metformin on β-cell metabolism and function. Key observations obtained with 

pioglitazone were also validated in vivo in Wistar rats with the use of glucose clamps 

and indirect calorimetry. 

In vitro, acute pioglitazone or metformin treatment inhibits glucose-induced 

insulin secretion by lowering β-cell sensitivity to glucose (inhibition only at sub-

maximal glucose concentrations). The same treatments also inhibit parameters of 

nutrient mitochondrial metabolism and, in the case of pioglitazone, parameters of 

lipid metabolism. Both compounds alter metabolism following a pattern similar to 

that observed with insulin secretion, a pattern that we label “metabolic deceleration”. 

Pioglitazone also acutely inhibits insulin secretion and slows down mitochondrial 

metabolism in vivo. 

In conclusion, we identified metabolic deceleration of the pancreatic β-cell as 

a new mode of action for insulin-sensitizing agents. Pioglitazone and metformin both 

seem to cause metabolic deceleration of the β-cell via inhibition of mitochondrial 

metabolism. This mode of action could participate in the beneficial effects of these 

compounds in the context of metabolic stress. The fact that these drugs affect both 

insulin sensitivity and insulin secretion, the two major components of T2D, may 

explain why they are among the most powerful anti-diabetic agents. Metabolic 

deceleration is a new therapeutic approach worth considering for the treatment of 

T2D and other metabolic diseases. 
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Introduction 

1. Le diabète de type 2 

 1.1.  Aperçu de l’homéostasie glucidique 

Le diabète est une maladie insidieuse au développement lent et aux 

symptômes souvent subtils : une soif et une faim persistantes, une urine 

anormalement abondante, une vision brouillée, de la fatigue et une perte de poids 

(Beaser 2007). Dans sa forme la plus fréquente, les symptômes sont causés par un 

dérèglement de l’homéostasie du glucose, le principal carburant de l’organisme. Cette 

apparente bénignité est sans doute derrière le fait qu’environ le tiers des personnes 

atteintes de diabète ignorent leur état (Beaser 2007). 

Tous les types cellulaires de l’organisme sont en mesure d’utiliser le glucose 

comme source d’énergie. Il est même l’unique carburant des érythrocytes et, à moins 

d’un jeûne prolongé, des neurones (Watford et Goodridge 2000), qui sont ainsi 

particulièrement sensibles à l’hypoglycémie. Les conséquences d’une hypoglycémie 

sur le système nerveux central sont graves, voire fatales (Halimi 2010). Par contre, 

une augmentation transitoire de la glycémie est relativement sans risque. Après tout, 

notre glycémie augmente après chaque repas le temps que le corps gère le nouvel 

apport de nutriments (DeFronzo 2004). L’hyperglycémie chronique engendre 

toutefois une panoplie de complications qui vont des maladies cardiovasculaires à 

l’insuffisance rénale en passant par la cécité et l’amputation (Collectif 1993; Beaser 

2007). Une glycémie supérieure ou égale à 7,0 mmol/L à jeun ou supérieure ou égale 

à 11,1 mmol/L deux heures après un repas sont des critères de diagnostic du diabète 

sucré (Association canadienne du diabète 2008). Une partie du glucose n’est pas 

réabsorbé par la filtration rénale lorsque la glycémie dépasse les 9 à 10 mmol/L. 

L’hypertonicité du sang (Silbernagl et Despopoulos 2001) et de l'urine (Beaser 2007) 

provoquent respectivement la soif persistante et l’urine abondante qui caractérisent le 

diabète. 

Le maintien de l’homéostasie glucidique dépend d’un nombre important de 

variables qui incluent l’absorption des nutriments, la capacité des organes à capter le 

glucose, le contrôle de la production endogène de glucose et la sécrétion de 
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différentes hormones, en particulier l’insuline et le glucagon (DeFronzo 2004). Ces 

deux hormones peptidiques proviennent du pancréas endocrine, dont les cellules sont 

regroupées en structures nommées « îlots de Langerhans ». Les îlots de mammifères 

sont généralement composés à environ 60 % de cellules β, qui produisent l’insuline, 

et à 20-30 % de cellules α, qui produisent le glucagon (Jones et Persaud 2010). 

Les principaux rôles de l’hormone insuline dans le contrôle de l’homéostasie 

glucidique sont de 1) réguler l’entrée du glucose dans les muscles et dans une 

moindre mesure les tissus adipeux, 2) d’inhiber la production endogène de glucose 

par le foie, 3) d’inhiber la lipolyse par les adipocytes et 4) d’inhiber la sécrétion de 

glucagon (DeFronzo 2004; Unger et Cherrington 2012). L’action de l’insuline passe 

par l’activation de son récepteur, exprimé à la surface de la plupart des types 

cellulaires incluant les myocytes squelettiques, les hépatocytes et les adipocytes 

(Capeau 2003). Le contrôle glycémique est ainsi grandement perturbé en absence 

d’insuline, ou si la voie de signalisation du récepteur à l’insuline est compromise. Le 

profil lipidique est également affecté puisque la libération d’acides gras par les 

adipocytes n’est plus inhibée après un repas (DeFronzo 2004). 

Le rôle du glucagon est quant à lui de stimuler la production hépatique de 

glucose, par la glycogénolyse et la gluconéogenèse, de façon à prévenir 

l’hypoglycémie en période de jeûne (Watford et Goodridge 2000). Lorsqu’un jeûne 

se termine, l’insuline supprime la sécrétion de glucagon (Unger et Cherrington 2012). 

Le glucagon a longtemps été considéré comme une hormone secondaire dans la 

régulation de l’homéostasie glucidique. Il bénéficie toutefois d’un regain d’attention 

ces dernières années (Henquin et coll. 2011). L’hyperglucagonémie, due au manque 

d’insuline, serait à l’origine de la diminution du stockage de glucose dans le foie et de 

l’augmentation de la production hépatique de glucose chez les patients atteints de 

diabète de type 1 (Unger et Cherrington 2012). Ainsi, une grande partie des 

perturbations métaboliques provoquées par l’absence d’insuline pourrait être 

directement causée par une hyperglucagonémie (Unger et Cherrington 2012). 

 1.2.  Les facteurs qui affectent l’insulinémie 

L’insulinémie dépend de la quantité d’insuline sécrétée, qui s’ajuste aux 

besoins de l’organisme selon sa sensibilité à l’insuline (voir section 1.4), mais 
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également de la quantité d’insuline retirée de la circulation. La demi-vie de l’insuline 

est de seulement quatre à six minutes dans la circulation sanguine (Duckworth, 

Bennett et Hamel 1998). La dégradation, ou clairance de l’insuline (volume de 

plasma qui peut être nettoyé de l’insuline par unité de temps (Valera Mora et coll. 

2003)), fait intervenir : 1) sa liaison à son récepteur; 2) l’internalisation du complexe 

ligand-récepteur; 3) et la protéolyse de l’hormone par l’enzyme de dégradation de 

l’insuline (IDE, pour insulin degrading enzyme) ou par les lysosomes (Valera Mora et 

coll. 2003). 

Tous les organes qui expriment le récepteur à l’insuline participent à son 

retrait de la circulation (Valera Mora et coll. 2003). Le foie est toutefois 

particulièrement impliqué (Michael et coll. 2000). Près de 50 % de l’insuline est 

retirée de la circulation par le foie après un premier passage dans la veine porte 

(Duckworth, Bennett et Hamel 1998). Les reins ont également un rôle majeur dans ce 

processus, par la filtration glomérulaire et par la liaison de l’insuline à son récepteur 

(Valera Mora et coll. 2003). La dégradation de l’insuline est donc un phénomène 

quantitativement important. C’est également un phénomène qui varie sensiblement 

d’un individu à l’autre et d’une condition physiologique/pathophysiologique à l’autre 

(Duckworth, Bennett et Hamel 1998). 

L’insulinémie augmente généralement chez les individus obèses de façon à 

compenser une augmentation de la résistance à l’insuline (voir section 1.4). Certains 

chercheurs proposent que l’augmentation de l’insuline en circulation soit 

principalement due à une diminution de la clairance de l’insuline (Erdmann et coll. 

2012). Chez les individus atteints de diabète de type 2, la diminution de la clairance 

de l’insuline est importante (Erdmann et coll. 2012). En condition d’hyperinsulinémie 

chronique, la clairance hépatique de l’insuline diminue entre autres à cause d’une 

diminution de l’expression des récepteurs à l’insuline à la surface des hépatocytes 

(Valera Mora et coll. 2003). 

Comment peut-on comparer la quantité réelle d’insuline sécrétée par un 

organisme si la clairance de l’hormone est importante et varie d’un individu à l’autre? 

Une réponse se trouve dans le peptide C, qui est un sous-produit de la maturation de 

la proinsuline en insuline dans les granules de sécrétion (Davidson 2004). Telle que 

schématisée à la figure 1, la proinsuline est composée d’une seule chaîne peptidique 
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contenant trois ponts disulfures. La prohormone est clivée en trois peptides à 

l’intérieur des granules de sécrétion par les enzymes proprotéine convertase 1 et 2, et 

la carboxypeptidase E. Les chaînes A et B demeurent retenus ensemble grâce aux 

ponts disulfures et forment l’insuline mature, alors que le peptide qui les relie, le 

peptide C, est libéré (Davidson 2004). L’insuline et le peptide C sont donc produits et 

sécrétés en quantités équimolaires. Toutefois, le peptide C est relativement stable en 

circulation (Steiner 2004) et il est principalement retiré du sang par les reins, grâce à 

la filtration glomérulaire (Valera Mora et coll. 2003). La demi-vie du peptide C est 

ainsi beaucoup plus longue que celle de l’insuline, ce qui en fait un marqueur 

intéressant pour évaluer la sécrétion d’insuline. 

 

S

S

S

S

S S

prohormone convertase 1/3
prohormone convertase 2
carboxypeptidase E

S

S

S

S

S S

proinsuline

insuline

peptide C

+

S

S

S

S

S S

prohormone convertase 1/3
prohormone convertase 2
carboxypeptidase E

S

S

S

S

S S

proinsuline

insuline

peptide C

+
 

 

Figure 1 – Maturation de la proinsuline en insuline et peptide C à l’intérieur des 
granules de sécrétion. Les acides aminés de la chaîne A sont schématisés par des 
cercles gris, ceux de la chaîne B par des cercles blancs et ceux du peptide C par des 
cercles noirs. Les cercles hachurés indiquent les acides aminés qui sont excisés lors 
du processus de maturation. Ce schéma est adapté de (Pro)Insulin processing: a 
historical perspective de Howard Davidson (Davidson 2004). 
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 1.3.  Prévalence, incidence et coûts du diabète 

Une méta-analyse effectuée en 2010 par Shaw et coll. estimait la prévalence 

du diabète à 6,4 % des adultes à l’échelle mondiale (Shaw, Sicree et Zimmet 2010). 

Au Canada, les derniers chiffres disponibles à l’Agence de la santé publique du 

Canada (2006-2007) font état d’environ deux millions de Canadiens touchés, soit 

6,2 % de la population (ASPC 2009). Si les pourcentages impressionnent, le nombre 

de nouveaux cas est encore plus frappant : 211 168 en 2006-2007 au Canada. Entre 

2002 et 2006, la prévalence du diabète aurait ainsi augmenté d’environ 20 %. Toutes 

les tranches d’âge ne sont pas affectées de la même façon. Alors que 2 % des 

Canadiens dans la trentaine sont touchés, la proportion grimpe à 23 % chez les 

personnes âgées de 75-79 ans (ASPC 2009). 

Le traitement adéquat du diabète est un enjeu important dû à la pression 

énorme qu’un contrôle inadéquat fait porter sur les systèmes de santé. Les personnes 

atteintes de diabète sont en effet hospitalisées une fois et demie à trois fois plus 

souvent que la population générale (Beaser 2007). D’après une étude commandée par 

l’Association canadienne du diabète, le fardeau financier associé au diabète au 

Canada a été projeté à plus de 12,2 milliards de dollars en 2010. Les coûts directs de 

la maladie, soit ceux engendrés par l’utilisation du système de santé (hospitalisations 

et visites médicales) et l’achat de médicaments, auraient alors représenté environ 

3,5 % des dépenses en santé publique au Canada (Somerville 2009). 

 1.4.  Types de diabète 

Le mot « diabète » fait référence à un état pathologique caractérisé par une 

élimination excessive d’urine et une soif intense (Robert, Rey et Rey-Debove 1990). 

Dans la très grande majorité des cas, le diabète est provoqué par un dérèglement de 

l’homéostasie du glucose. Il existe quatre grands types de diabète lié à l’homéostasie 

glucidique, ou diabète sucré. Dans le premier cas, la capacité de l’organisme à 

sécréter l’insuline est abolie suite à la destruction de la majorité des cellules β des 

îlots du pancréas. Il s’agit généralement d’une réaction auto-immunitaire dirigée 

contre les cellules β (Beaser 2007). Ce type de diabète est appelé diabète de type 1 

ou insulinodépendant, ou encore diabète juvénile étant donné qu’il se manifeste le 
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plus souvent chez les jeunes (Beaser 2007). Environ 10 % des cas de diabète sucré 

sont de type 1 (Beaser 2007). 

Dans le second cas, la maladie apparaît lorsque la sécrétion d’insuline devient 

insuffisante pour compenser la résistance à l’insuline des organes périphériques et 

inhiber la production endogène de glucose. La résistance à l’insuline peut se définir 

comme une réponse biologique subnormale à une concentration donnée d’insuline 

(Surampudi, John-Kalarickal et Fonseca 2009). Il s’agit alors de diabète de type 2 

(DT2), qui représente de 80 à 90 % des cas (Laakso 2008), et apparaît généralement 

après 40 ans (Beaser 2007). 

L’inadéquation entre la sécrétion d’insuline et la résistance à l’insuline peut se 

manifester lors de circonstances qui augmentent la résistance à l’insuline, comme lors 

d’une grossesse. Dans ce dernier cas, l’intolérance au glucose est transitoire et il est 

alors question de diabète gestationnel (Buchanan et Xiang 2005), qui représente le 

troisième type de diabète sucré. De 3 à 5 % des femmes enceintes seraient affectées, 

des femmes qui sont ensuite à risque élevé de développer un DT2 (Ben-Haroush, 

Yogev et Hod 2004). Les enfants de ces femmes sont également plus susceptibles 

d’obésité et de DT2 (Buchanan et Xiang 2005). Le quatrième type regroupe les cas 

qui découlent d’une cause spécifique, par exemple associés à un gène en particulier. 

Quelques-uns de ces cas sont présentés à la section 1.6. 

 1.5.  Pathogenèse du diabète de type 2 

La pathogenèse du DT2 fait intervenir deux composantes majeures : 1) une 

diminution de la fonction des cellules β du pancréas et 2) une augmentation de la 

résistance à l’insuline (Beaser 2007). En d’autres termes, il y a inadéquation entre 

l’insuline sécrétée et la quantité requise pour contrôler la glycémie. La sécrétion 

d’insuline a normalement la capacité de s’adapter rapidement aux changements de 

sensibilité à l’insuline de façon à maintenir une tolérance normale au glucose (Kahn 

2003). Dans une population saine, qui présente une tolérance normale au glucose, la 

relation entre la sécrétion d’insuline et la sensibilité à l’insuline a l’aspect d’une 

courbe hyperbolique (figure 2) (Kahn et coll. 1993; Kahn 2003). C'est-à-dire que le 

produit de la sécrétion d’insuline et de la sensibilité à l’insuline est une constante, qui 

a été nommée « indice de disposition du glucose » (traduction libre de glucose 
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disposition index) (Bergman et coll. 2002). Un individu dont la sensibilité à l’insuline 

diminue conserve une tolérance normale au glucose en augmentant sa sécrétion 

d’insuline (déplacement du point A au point B sur le graphique) grâce à un 

phénomène de compensation des cellules β (Reaven 1988; Kahn 2003; Prentki et 

Nolan 2006). Différentes conditions ou circonstances ont un impact sur la résistance à 

l’insuline, dont une prédisposition génétique, l’obésité, certains médicaments comme 

les inhibiteurs de protéases utilisés contre le VIH (Carr et coll. 1998), la puberté 

(Bloch, Clemons et Sperling 1987) et le fait d’être enceinte. En effet, au dernier 

trimestre d’une grossesse, les femmes ont une résistance à l’insuline qui rejoint celle 

mesurée chez des patients atteints de DT2 (Buchanan et Xiang 2005). De même, 

environ les deux tiers des individus obèses présentent une résistance à l’insuline 

supérieure à la moyenne (Gauthier et Ruderman 2010). Pourtant, de nombreux 

individus obèses et résistants à l’insuline (Nolan, Damm et Prentki 2011) et la très 

grande majorité des femmes enceintes (Ben-Haroush, Yogev et Hod 2004) 

maintiennent leur « indice de disposition du glucose » et conservent une tolérance 

normale au glucose. Chez ces personnes, une augmentation de la masse et de la 

fonction des cellules β permet une compensation parfaite de la sécrétion d’insuline 

face à l’augmentation de la résistance à l’insuline (Prentki et Nolan 2006). 

Chez certains individus résistants à l’insuline, la compensation des cellules β 

n’est toutefois pas suffisante pour maintenir une tolérance normale au glucose ou une 

glycémie normale à jeun (Weir et Bonner-Weir 2004). Cette condition est représentée 

à la figure 2 par la lettre C et correspond à un état prédiabétique, défini par 

l’Association canadienne du diabète comme une situation où la glycémie se situe 

entre 6,1 et 6,9 mmol/L à jeun ou entre 7,8 et 11,0 mmol/L deux heures après une 

hyperglycémie provoquée. L’état prédiabétique est déjà associée à une 

décompensation des cellules β causée par une dysfonction (perte de la première phase 

de sécrétion d’insuline), à une altération de leur phénotype (dédifférenciation) (Weir 

et Bonner-Weir 2004) et à une diminution de leur masse (Butler et coll. 2003). Cette 

situation peut être stable pendant plusieurs années (Weir et Bonner-Weir 2004). 

Cependant, sous la pression de certains facteurs qui affectent les cellules β ou la 

résistance à l’insuline, et avec l’âge, la sécrétion d’insuline peut devenir nettement 

insuffisante pour contrôler la glycémie. Il est alors question de perte de compensation 
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des cellules β et l’état diabétique apparaît (Unger et Grundy 1985; Prentki et Nolan 

2006). Cette condition est représentée à la figure 2 par la lettre D. L’incapacité des 

cellules β à compenser la résistance à l’insuline est donc un élément clé de 

l’apparition du DT2 (Prentki et Nolan 2006). De même, une intervention qui aurait 

pour but d’empêcher le développement du DT2 chez une personne à risque devrait 

freiner ou prévenir la décompensation des cellules β (DeFronzo et Abdul-Ghani 

2011). 
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Figure 2 – Relation hyperbolique entre la sécrétion d’insuline et la sensibilité à 
l’insuline chez l’humain. Les points A et B (cercles blancs), qui se situent sur la 
courbe, présentent l’adaptation attendue d’un individu sain qui passe d’une situation 
de bonne sensibilité à l’insuline (A) à une situation de sensibilité réduite (B). Le point 
C (cercle hachuré) correspond à un état prédiabétique. Chez les patients atteints de 
DT2 (point D, cercle noir), la sécrétion d’insuline est nettement insuffisante par 
rapport à la diminution de la sensibilité à l’insuline. Adapté de The relative 
contributions of insulin resistance and beta-cell dysfunction to the pathophysiology of 
Type 2 diabetes de Steven Kahn (Kahn 2003). 
 

 1.6.  Étiologie du diabète de type 2 

Les facteurs à l’origine de la détérioration de la résistance à l’insuline et de la 

décompensation des cellules β incluent des éléments modifiables (diète, sédentarité, 

tabagisme, pollution, additifs alimentaires, etc.) et non modifiables (génétique, âge, 

antécédent de diabète gestationnel, faible poids à la naissance, etc.) (Laakso 2008; 
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Alonso-Magdalena, Quesada et Nadal 2011; Corkey 2012). La cause principale de 

l’épidémie actuelle de DT2 est sans doute la surabondance chronique de nourriture 

hautement calorigénique affectant des individus sédentaires et prédisposés 

génétiquement (Nolan, Damm et Prentki 2011). 

Le DT2 est une maladie polygénique. Il existe toutefois plusieurs cas 

monogéniques de diabète, classés dans le diabète de causes spécifiques. Ces cas se 

regroupent sous les appellations de diabète néonatal (Greeley et coll. 2010), MODY 

(maturity onset diabetes in the young) (Steck et Winter 2011) ou MIDD (maternally 

inherited diabetes and deafness) (Maassen 2002). Le diabète néonatal apparaît avant 

l’âge de six mois et tire le plus souvent son origine d’une mutation spontanée dans un 

des gènes codant pour une des deux sous-unités du canal potassique dépendant de 

l’ATP (KATP) (Greeley et coll. 2010). Le canal KATP est essentiel au contrôle de la 

sécrétion d’insuline par la cellule β (voir section 2.2). Les cas de MODY sont 

héréditaires (autosomales dominantes), se manifestent à un âge précoce et se 

caractérisent par une sécrétion d’insuline déficiente (Steck et Winter 2011). Le sous-

type MODY2 par exemple, est causé par une mutation dans le gène codant pour 

l’enzyme glucokinase, retrouvée dans les hépatocytes et les cellules β du pancréas 

(Froguel et coll. 1993). La glucokinase a un rôle majeur dans la régulation du 

métabolisme du glucose et, comme nous le verrons à la section 2.2, est impliquée de 

près dans la régulation de la sécrétion d’insuline (Matschinsky 1990).  Les autres 

sous-types de MODY connus sont pour la plupart associés à des mutations dans des 

gènes de facteurs de transcription clés exprimés dans les cellules β pancréatiques 

(MODY1, gène du facteur nucléaire des hépatocytes 4α (HNF4A) (Yamagata et coll. 

1996); MODY3, gène HNF1A (Yamagata et coll. 1996); MODY4, gène du facteur 

promoteur de l’insuline 1 (IPF-1, aussi nommé Pdx-1) (Stoffers et coll. 1997); 

MODY5, gène HNF1B (Horikawa et coll. 1997); MODY6, gène NEUROD1 

(Malecki et coll. 1999)); MODY7, gène KLF11 (Fernandez-Zapico et coll. 2009); 

MODY9, gène PAX4 (Plengvidhya et coll. 2007). Trois autres sous-types de MODY 

ont été décrits : MODY8, causé par une mutation du gène codant pour la lipase des 

carboxyl esters qui affecte d’abord le pancréas exocrine (Raeder et coll. 2006); 

MODY10, lié à une mutation du gène de l’insuline (Edghill et coll. 2008; Molven et 
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coll. 2008) et MODY11, dû à une mutation du gène BLK codant pour une protéine 

tyrosine kinase dont l’activité augmente l’expression du facteur de transcription IPF-1 

(Borowiec et coll. 2009). La prévalence des MODY serait de 1 à 2 % dans la 

population européenne (Ledermann 1995). Les cas de MIDD ont aussi une 

prévalence d’environ 1 % et sont liés à une mutation de l’ADN mitochondrial qui 

cause, entre autres effets, une dysfonction des cellules β et une perte de leur masse 

(Murphy et coll. 2008). 

Le DT2 est quant à lui associé à un ensemble de gènes de susceptibilités pour 

lesquels on retrouve des variations alléliques qui ont chacune un impact très faible sur 

le risque d’être atteint de la maladie, mais qui sont fréquentes dans la population 

(Vaxillaire et Froguel 2010). Plusieurs de ces gènes de susceptibilité ont été identifiés 

récemment grâce aux importantes avancées technologiques dans les domaines de la 

génétique, de la génomique et de la biostatistique, entre autres par des études 

d’association pangénomiques (Frayling 2007). En 2011, une quarantaine de gènes de 

susceptibilité au DT2 étaient confirmés et plusieurs autres étaient en voie de l’être 

(Nolan, Damm et Prentki 2011). Le tableau I présente une liste de quelques-uns de 

ces gènes, choisis pour leur importance ou leur lien avec le présent travail. Comme 

pour les formes monogéniques de diabète, les variants rapportés affectent presque 

exclusivement la capacité des cellules β à sécréter l’insuline (Vaxillaire et Froguel 

2010). Le fait que les variants alléliques qui augmentent les risques de DT2 soient 

nombreux et se retrouvent fréquemment dans la population suggère une importante 

hétérogénéité dans l’étiologie de l’hyperglycémie (O'Rahilly, Barroso et Wareham 

2005; Vaxillaire et Froguel 2010). Cette hétérogénéité est accrue par les 

modifications épigénétiques associées à l’environnement in utero (problématique 

dans le cas d’une sous-alimentation de la mère par exemple), par le bagage 

épigénétique qui témoigne du mode de vie des générations précédentes et par les 

millions de gènes de la flore intestinale, différente d’un individu à l’autre (Burcelin et 

coll. 2011; Nolan, Damm et Prentki 2011; Katada, Imhof et Sassone-Corsi 2012). 

Certains chercheurs considèrent d’ailleurs le DT2 comme un syndrome plutôt qu’une 

maladie étant donnée son importante diversité étiologique (Robertson 2009; Herder et 

Roden 2011). 

 



 

 

 

11

 

 

T
ab

le
au

 I
 –

 L
is

te
 p

ar
ti

el
le

 d
es

 g
èn

es
 d

e 
su

sc
ep

ti
b

il
it

é 
au

 d
ia

b
èt

e 
d

e 
ty

p
e 

2 

R
éf

ér
en

ce
s 

(A
lt

sh
ul

er
 e

t 
co

ll
. 2

00
0;

 G
ou

da
et

 c
ol

l. 
20

10
) 

(N
ie

ls
en

 e
t c

ol
l. 

20
03

) 

(C
au

ch
i 

et
 c

ol
l. 

20
07

; 
S

hu
 e

t
co

ll
. 2

00
8)

 

(F
ra

yl
in

g 
20

07
; 

V
ax

il
la

ir
e 

e t
F

ro
gu

el
 2

01
0)

 

(D
up

ui
s 

et
 c

ol
l. 

20
10

) 

C
on

sé
q

u
en

ce
 p

at
h

ol
og

iq
u

e 

↑ 
ré

si
st

an
ce

 à
 l’

in
su

li
ne

 

↓ 
sé

cr
ét

io
n 

d’
in

su
li

ne
 

↓ 
sé

cr
ét

io
n 

d’
in

su
li

ne
 

↓ 
pr

ol
if

ér
at

io
n 

de
s 

ce
ll

ul
es

 β
 

↓ 
sé

cr
ét

io
n 

d’
in

su
li

ne
 

↓ 
fo

nc
ti

on
 β

 p
an

cr
éa

ti
qu

e 

E
ff

et
 s

u
r 

ac
ti

vi
té

 

↓ 
av

ec
 P

ro
 

↑ 
av

ec
 L

ys
 

↑ 
av

ec
 T

 

↓ 
av

ec
 T

rp
 

   
? 

V
ar

ia
n

t 

P
ro

12
A

la
 

G
lu

23
L

ys
 

C
→

T
 a

u 
si

te
 

rs
79

03
14

6 
(i

nt
ro

n)
 

A
rg

32
5T

rp
 

   
? 

P
ro

té
in

e 
(G

èn
e)

 –
 R

ôl
e 

P
P

A
R

-γ
 (

P
P

A
R

G
) 

– 
R

éc
ep

te
ur

 
nu

cl
éa

ir
e,

 fa
vo

ri
se

 le
 s

to
ck

ag
e 

de
s 

li
pi

de
s 

(T
on

to
no

z,
 H

u 
et

 S
pi

eg
el

m
an

 
19

94
)

K
ir

6.
2 

(K
C

N
J1

1)
 –

 S
ou

s-
un

it
é 

de
s 

ca
na

ux
 p

ot
as

si
qu

e 
K

A
T

P
 (

vo
ir

 
se

ct
io

n 
2.

2)
 

T
C

F
7L

2 
(T

C
F

7L
2)

 –
 F

ac
te

ur
 d

e 
tr

an
sc

ri
pt

io
n 

as
so

ci
é 

à 
la

 v
oi

e 
de

 
si

gn
al

is
at

io
n 

W
nt

  

Z
n

T
8 

(S
L

C
30

A
8)

 –
 T

ra
ns

po
rt

eu
r 

de
 

ca
ti

on
s,

 im
po

rt
an

t p
ou

r 
le

 tr
an

sp
or

t 
du

 z
in

c 
da

ns
 le

s 
ce

ll
ul

es
 β

 

G
C

K
 (

G
C

K
) 

– 
C

at
al

ys
e 

la
 p

re
m

iè
re

 
ré

ac
ti

on
 g

ly
co

ly
ti

qu
e 

da
ns

 le
s 

ce
ll

ul
es

 
β 

et
 le

s 
hé

pa
to

cy
te

s 

 



 

 

 

12

2. Sécrétion d’insuline induite par le glucose 

 2.1.  Caractéristiques générales 

Les mécanismes moléculaires à la base de la sécrétion d’insuline ne sont pas 

encore totalement élucidés. Selon Jean-Claude Henquin, la cellule β est aujourd’hui 

perçue comme un « senseur de carburants, électriquement excitable, sous contrôle 

hormonal et nerveux » (traduction libre; Henquin 2009). Le principal carburant en 

question est le glucose (Nolan et Prentki 2008). Toutefois, différents mécanismes 

permettent de moduler la sécrétion d’insuline induite par le glucose selon les 

quantités circulantes des autres nutriments utilisables comme carburant (acides 

aminés (Newsholme, Gaudel et McClenaghan 2010) et lipides (Nolan et coll. 2006)) 

et en fonction de certains signaux hormonaux (hormones incrétines (Drucker 2006), 

glucagon (Mayhew, Wright et Ashmore 1969), somatostatine (Youos 2011)) et 

nerveux (Thorens 2010). Pour provoquer l’exocytose des granules contenant 

l’insuline, ces mécanismes doivent soit mener à un influx intracellulaire de calcium, 

ou agir une fois la concentration cytoplasmique de calcium augmentée. Il est ainsi 

question de différentes voies de sécrétion d’insuline induite par le glucose : une voie 

de déclenchement, qui permet l’influx de calcium et qui est basée sur le catabolisme 

du glucose, et des voies d’amplification, qui modulent la quantité d’insuline sécrétée 

(Henquin 2000). 

À moins d’activer un récepteur membranaire (par exemple les acides gras à 

longues chaînes qui lient le récepteur FFAR1 couplé aux protéines G pour augmenter 

la sécrétion d’insuline (Nolan et coll. 2006)) ou de dépolariser la cellule (comme 

peuvent le faire l’arginine et l’alanine (Henquin 2009)), les nutriments doivent être 

métabolisés par la cellule β pour déclencher (glucose) ou amplifier (glucose, acides 

gras, acides aminés et corps cétoniques) la sécrétion d’insuline. Les molécules qui 

font le lien entre le métabolisme des nutriments et la libération des granules de 

sécrétion sont appelées « facteurs de couplage métabolique » (Newgard et McGarry 

1995). 

Cette biologie complexe, à laquelle participent le métabolisme des différents 

nutriments, l’électrophysiologie et les mécanismes d’exocytose, a l’avantage d’offrir 
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de nombreuses possibilités d’ajustements fins sur lesquelles peuvent intervenir les 

signaux extracellulaires hormonaux et nerveux. Elle permet aussi deux autres 

caractéristiques de la sécrétion d’insuline induite par le glucose, à savoir 1) son aspect 

biphasique, comprenant une première phase de libération d’insuline rapide (<15 min) 

et quantitativement importante, et une seconde phase de sécrétion soutenue et plus 

faible (Henquin 2009); et 2) son aspect pulsatile, avec des cycles d’amplitudes 

variables d’une durée d’environ trois à quatre minutes (Hellman 2009). Chez les 

patients atteints de DT2, la première phase de sécrétion d’insuline en réponse au 

glucose est absente et les oscillations de la deuxième phase sont défectueuses 

(Wajchenberg 2010). Les prochaines sections présentent un survol des aspects 

biochimiques des modèles proposés pour la voie de déclenchement de la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose et pour quelques voies d’amplification. 

 2.2.  Voie de déclenchement 

La voie de déclenchement de la sécrétion d’insuline, souvent appelée voie 

dépendante des canaux KATP ou encore voie classique, est illustrée à la figure 3. Cette 

voie implique le métabolisme du glucose et fait intervenir l’ATP comme facteur de 

couplage, plus précisément l’ATP d’origine mitochondriale (Malmgren et coll. 2009). 

Deux enzymes sont particulièrement importantes dans la capacité des cellules β à 

doser efficacement le glucose en circulation : le transporteur de glucose GLUT2 et la 

glucokinase (hexokinase IV). Le transporteur GLUT2 possède un KM élevé pour le 

glucose (autour de 13 mmol/L; faible affinité), qui permet un équilibre des 

concentrations de glucose de part et d’autre de la membrane plasmique (Burant et 

Bell 1992). Quant à la glucokinase, elle phosphoryle le glucose dans la première 

réaction de la glycolyse, qui est également l’étape limitante de cette voie métabolique 

(Matschinsky et coll. 2011). La glucokinase possède aussi un KM élevé pour le 

glucose (8 mmol/L) et elle n’est pas inhibée par son produit de réaction (le glucose-6-

phosphate), permettant une modulation de son activité en fonction des concentrations 

physiologiques de glucose (Matschinsky et coll. 2011). Il s’agit du véritable senseur 

de glucose de la cellule β (Matschinsky 1990). Ainsi, l’utilisation du glucose est 

modulée sur une large fenêtre de concentrations physiologiques (3 à 20 mmol/L), 

permettant déjà un ajustement de la sécrétion (Nolan et Prentki 2008). 
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Figure 3 – Modèle de la voie de déclenchement de la sécrétion d’insuline. Voir la 
section 2.2 pour la description détaillée du modèle. Ac-CoA, acétyl-CoA; ΔΨ, 
potentiel de membrane; GK, glucokinase; glc-6-P, glucose-6-phosphate; KATP, canal 
potassique dépendant de l’ATP; OAA, oxaloacétate; PDH, complexe pyruvate 
déshydrogénase, VDCC, canal calcique dépendant du voltage. 
 

La glycolyse produit du pyruvate, qui entre dans les mitochondries. Dans la 

cellule β, environ la moitié du pyruvate mitochondrial est oxydé en acétyl-CoA par le 

complexe enzymatique pyruvate déshydrogénase et utilisé dans le cycle de Krebs 

(MacDonald 1993). L’autre moitié est convertie en oxaloacétate par l’enzyme 

pyruvate carboxylase dans une réaction dite anaplérotique (qui ajoute des 

intermédiaires métaboliques au cycle de Krebs (Owen, Kalhan et Hanson 2002)). 

Cette seconde réaction sera abordée à la section 2.3. Les réactions du cycle de Krebs 

fournissent des équivalents réduits utilisés dans la chaîne de transport d’électron pour 

la synthèse d’ATP (phosphorylation oxydative). L’augmentation de la concentration 

cytosolique de ce facteur de couplage, et en particulier l’augmentation du ratio 

ATP:ADP, mène à la fermeture des canaux potassique dépendants de l’ATP (canaux 

KATP). La fermeture des canaux KATP dépolarise la cellule β et ouvre les canaux 

calcique dépendants des différences de potentiel électrique de type L (canaux VDCC, 
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pour voltage-dependent calcium channel) (Ashcroft et Rorsman 1990; Prentki 1996). 

À noter que le déclenchement de la sécrétion par la dépolarisation de la cellule β peut 

se faire de façon artificielle, en augmentant la concentration extracellulaire de 

potassium (Gembal, Gilon et Henquin 1992) ou par l’ajout d’une concentration 

supraphysiologique d’arginine (Nolan et Prentki 2008). 

L’influx de calcium, en présence d’ATP et d’AMPc, active les dernières 

étapes de la sécrétion d’insuline permettant l’exocytose des granules de sécrétion 

(Kasai et coll. 2010). L’exocytose des granules de sécrétion implique le 

réarrangement des protéines du cytosquelette ainsi que celui de plusieurs protéines à 

la surface des vésicules et à la surface interne de la membrane plasmique (Wang et 

Thurmond 2009). 

 2.3.  Voies d’amplification par le métabolisme mitochondrial et 

l’anaplérose 

D’autres molécules d’origine mitochondriale ont été proposées comme facteur 

de couplage métabolique (Maechler et coll. 2010). Le flux d’électrons dans la 

membrane interne des mitochondries génère de l’anion superoxyde, un dérivé réactif 

de l’oxygène qui est rapidement converti en peroxyde d’hydrogène par l’enzyme 

superoxyde dismutase (Nicholls et Ferguson 2002). Le peroxyde d’hydrogène a été 

identifié comme un second messager (Rhee 2006). Plusieurs groupes ont observé une 

augmentation de la concentration de peroxyde d’hydrogène dans la cellule β avec une 

augmentation de la concentration de glucose et ont associé les concentrations de 

peroxyde d’hydrogène à la sécrétion d’insuline (Pi et coll. 2007; Leloup et coll. 

2009). Ces groupes ont émis l’hypothèse selon laquelle le peroxyde d’hydrogène est 

un facteur de couplage métabolique. D’autres ont toutefois obtenu des résultats 

opposés (Martens et coll. 2005; Sarre et coll. 2012). Nous ajoutons notre contribution 

à ce débat à la section 8.8. 

Comme mentionné plus haut, la production d’acétyl-CoA pour faire tourner le 

cycle de Krebs n’est pas le seul sort métabolique des carbones du glucose dans la 

cellule β. D’autres voies métaboliques sont importantes, autant en terme de flux qu’en 

terme d’implication dans les mécanismes d’amplification de la sécrétion d’insuline 

induite par le glucose. Deux autres possibilités sont abordées ici : 1) la carboxylation 
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du pyruvate en oxaloacétate dans la mitochondrie (anaplérose), permettant à des 

intermédiaires du cycle du Krebs de sortir de la mitochondrie (cataplérose) et 2) la 

formation de glycérol-3-phosphate à partir du dihydroxyacétone phosphate (DHAP) 

dans le cytosol. 

Les réactions anaplérotiques ont été abondamment étudiées dans la cellule β et 

sont à l’origine de plusieurs modèles de voies d’amplification de la sécrétion 

d’insuline (Prentki et coll. 1992; Chen et coll. 1994; Schuit et coll. 1997; Farfari et 

coll. 2000; MacDonald 2003; Cline et coll. 2004; Jensen et coll. 2006; Guay et coll. 

2007). Barbara Corkey et Marc Prentki ont proposé un de ces modèles, nommé « voie 

du malonyl-CoA/acyls-CoA à longue chaîne » (Corkey et coll. 1989) et présenté dans 

une forme actualisée à la figure 4. Dans ce modèle, l’oxaloacétate anaplérotique est 

condensé à l’acétyl-CoA pour produire du citrate par l’enzyme citrate synthase dans 

la première réaction du cycle de Krebs. Le citrate en surplus quitte la mitochondrie 

par le transporteur des tricarboxylates puis est clivé en oxaloacétate et en acétyl-CoA 

par l’enzyme ATP-citrate lyase. L’acétyl-CoA est ensuite carboxylé en malonyl-CoA 

par l’enzyme acétyl-CoA carboxylase. Étant peu utilisé pour la synthèse d’acides gras 

dans la cellule β (le complexe enzymatique acide gras synthase y est peu exprimé), le 

malonyl-CoA s’accumule et inhibe l’enzyme carnitine-palmitoyl transférase-1, 

responsable de l’entrée dans la mitochondrie des acyls-CoA à longue chaîne (étape 

limitante dans la β-oxydation des lipides). L’accumulation du malonyl-CoA permet 

ainsi de modifier la répartition lipidique dans la cellule β, en freinant leur oxydation 

au profit de voies anaboliques. Les acyls-CoA sont alors utilisés, entre autres, pour la 

synthèse des glycérolipides et des esters de cholestérol. Les acides gras libres 

(Olofsson et coll. 2004), les acyls-CoA (Deeney et coll. 2000), les diacylglycérols 

(Alcazar et coll. 1997) et de nombreuses autres molécules de signalisation lipidique 

(Prentki et Madiraju 2008) produites par cette voie ont été proposées pour amplifier la 

sécrétion d’insuline induite par le glucose. Le malonyl-CoA est donc considéré ici 

comme le facteur de couplage métabolique, puisqu’il relie le métabolisme du glucose 

à la production de molécules de signalisation lipidique provenant d’un changement 

dans la répartition des lipides (inhibition de leur oxydation et augmentation de leur 

estérification). 
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Figure 4 – Modèle de la voie du malonyl-CoA/acyls-CoA à longue chaîne 
proposé pour l’amplification de la sécrétion d’insuline par les lipides. Voir la 
section 2.3 pour la description détaillée du modèle. MAG, monoacylglycérol; MAGL, 
lipase du monoacylglycérol; HSL, lipase hormonosensible; ACC, acétyl-CoA 
carboxylase; Ac-CoA, acétyl-CoA; ACL, ATP citrate lyase; ACS, acyl-CoA 
synthétase; ATGL, lipase adipocytaire du triacylglycérol; DAG, diacylglycérol; 
DGAT, diacylglycérol acyl transférase; FFAR1, récepteur des acides gras 1 (GPR40); 
GK, glucokinase; glc-6-P, glucose-6-phosphate; gly-3-P, glycérol-3-phosphate; 
GPAT, glycérol-3-phosphate acyltransférase; LC-CoA, acyl-CoA à longue chaîne; 
LPA, acide lysophosphatidique; LPAAT, acide lysophosphatidique acyl transférase; 
MCD, malonyl-CoA décarboxylase; OAA, oxaloacétate; PA, acide phosphatidique; 
PC, pyruvate carboxylase; PDH, pyruvate déshydrogénase, PPH, acide 
phosphatidique phosphohydrolase; TG, triacylglycérol. 
 

La synthèse des glycérolipides requiert du glycérol-3-phosphate, qui est 

produit à partir du DHAP, un intermédiaire de la glycolyse, par l’isoforme 

cytosolique de l’enzyme glycérol-3-phosphate déshydrogénase (figure 4). Le 

glycérol-3-phosphate sert de squelette sur lequel sont ajoutés des acyls-CoA par 

estérification jusqu’à l’obtention de triacylglycérol (figure 4; Nelson, Cox et 

Lehninger 2008)). La cellule β ne stocke pas de grandes quantités de triacylglycérol, 

mais l’hydrolyse plutôt en acides gras libres et en glycérol, créant un cycle 

d’estérification et de lipolyse (cycle glycérolipides/acides gras libres (GL/AGL)) 

(Nolan et coll. 2006; Prentki et Madiraju 2012). L’activité du cycle GL/AGL génère 
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de nombreuses molécules de signalisation lipidique identifiées ou proposées comme 

modulateurs de la sécrétion d’insuline (monoacylglycérol, diacylglycérol, acide 

phosphatidique, etc.) (Nolan et coll. 2006; Prentki et Madiraju 2008; Prentki et 

Madiraju 2012). En conditions normales, la cellule β exprime peu l’enzyme glycérol 

kinase (Noel et coll. 1997) et le glycérol, ne pouvant être phosphorylé à nouveau, est 

éliminé à l’extérieur de la cellule par l’intermédiaire des transporteurs 

aquaglycéroporines (Matsumura et coll. 2007). Le dosage du glycérol extracellulaire 

est ainsi une méthode indirecte de mesure de l’activité lipolytique. 

Le glycérol-3-phosphate participe également au transfert d’équivalents réduits 

du cytosol à la mitochondrie de façon à stimuler la phosphorylation oxydative, la 

synthèse d’ATP et donc la sécrétion d’insuline (Bender et coll. 2006). En effet, le 

glycérol-3-phosphate peut être réoxydé en DHAP par l’isoforme mitochondriale de 

l’enzyme glycérol-3-phosphate déshydrogénase. La réaction permet la réduction du 

cofacteur flavine adénine dinucléotide, forme oxydée (FAD), qui transfert ensuite ses 

électrons directement à l’ubiquinone dans la chaîne de transport d’électrons (Nicholls 

et Ferguson 2002). Ce mécanisme, appelé navette glycérol-3-phosphate, permet 

également de réoxyder le NADH et de soutenir la glycolyse (Prentki 1996). Le NAD+ 

sert en effet de cofacteur à la sixième réaction de la glycolyse, catalysée par l’enzyme 

glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (Nelson, Cox et Lehninger 2008). 

2.4.  Modèle de la voie du malonyl-CoA/acyls-CoA à longues chaînes 

Plusieurs études ont testé le modèle du malonyl-CoA/acyls-CoA à longue 

chaîne notamment en modifiant l’expression de certaines enzymes clés dans la cellule 

β. Entre autres études, notre laboratoire a surexprimé l’enzyme malonyl-CoA 

décarboxylase responsable de la réaction inverse de celle catalysée par l’enzyme 

acétyl-CoA carboxylase (Roduit et coll. 2004) et a surexprimé une forme de l’enzyme 

carnitine-palmitoyl transférase-1 insensible au malonyl-CoA (Herrero et coll. 2005). 

Les manipulations moléculaires ont donné des résultats en accord avec le modèle, à 

savoir qu’une augmentation de l’oxydation des acides gras et une diminution de la 

quantité d’acides gras libres et d’acides gras incorporés à des glycérolipides sont 

clairement associées à une diminution de la sécrétion d’insuline induite par le glucose 

(Roduit et coll. 2004; Herrero et coll. 2005). 
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Le projet à l’origine de la présente thèse a débuté dans la lignée des études 

tentant de réfuter ou d’enrichir le modèle du malonyl-CoA/acyls-CoA à longue 

chaîne. Pour complémenter les résultats obtenus avec des outils de biologie 

moléculaire, nous avons utilisé une approche pharmacologique ayant pour cible la 

kinase activée par l’AMP (AMPK) (Lamontagne 2006). Comme schématisé à la 

figure 5, l’AMPK est une sérine/thréonine kinase qui agit tel un senseur de l’état 

énergétique de la cellule (Hardie 2011). L’AMPK est une protéine hétérotrimérique, 

composée d’une sous-unité catalytique α et de deux sous-unités régulatrices, β et γ. 

Elle est activée en conditions de restriction énergétique par 1) une augmentation des 

ratios ADP:ATP et AMP:ATP et par 2) la phosphorylation de la thréonine 172 

(position chez l’humain) de la sous-unité α par certaines kinases dont l’enzyme LKB1 

(Hardie 2011). Son activité favorise les voies cataboliques, productrices d’énergie et 

inhibe celles qui en consomment (Ruderman et Prentki 2004). Par exemple, l’AMPK 

phosphoryle et inhibe les enzymes acétyl-CoA carboxylase (présentée plus haut, 

importante pour la synthèse de novo des acides gras et la répartition lipidique) et 

hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase (étape limitante de la synthèse du cholestérol) 

(Carling, Zammit et Hardie 1987). L’inhibition de l’enzyme acétyl-CoA carboxylase 

diminue la quantité de malonyl-CoA cytosolique, ce qui relâche l’inhibition de 

l’enzyme carnitine palmitoyl transférase-1 et favorise l’oxydation des lipides. 
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Figure 5 – Régulation et rôles de l’AMPK. L’AMPK est activée en présence de 
fortes concentrations d’ADP et d’AMP, et de faibles concentrations d’ATP, en étant 
phosphorylée par une autre kinase (dont LKB1). Son activité stimule les voies 
cataboliques, productrices d’ATP et inhibe les voies anaboliques, consommatrices 
d’ATP. Figure adaptée de AMP kinase and malonyl-CoA: targets for therapy of the 
metabolic syndrome de Neil Ruderman et Marc Prentki (Ruderman et Prentki 2004). 
 

Ainsi, la modulation pharmacologique de l’activité de l’AMPK est un outil 

intéressant qui offre la possibilité de changer la répartition lipidique en favorisant 

l’oxydation des acides gras au détriment des voies anaboliques (Ruderman et Prentki 

2004). L’approche pharmacologique offre plusieurs avantages sur les approches de 

biologie moléculaire (ARN interférant et autres manipulations génétiques) : 1) elle 

permet une altération aigüe du système biologique qui ne fait pas intervenir un 

réarrangement de l’expression des gènes et une adaptation de la cellule; 2) elle permet 

un ajustement facile de l’intensité de l’effet par l’ajustement de la dose du composé; 

3) elle peut être facilement transposée in vivo. 



 

 

 

21

 2.5.  Causes de la détérioration de la fonction des cellules β dans le 

développement du diabète de type 2 

Les causes de la dégradation continue de la fonction et de la masse des 

cellules β dans la pathogenèse du DT2 ne sont pas encore totalement élucidées. Il est 

maintenant clair que les cellules β peuvent être prédisposées génétiquement à un 

dysfonctionnement. Cela dit, l’épidémie actuelle de DT2 a été associée par plusieurs 

à la surabondance d’aliments calorigéniques (Leahy 2005; Nolan, Damm et Prentki 

2011). Les cellules β seraient-elles particulièrement sensibles à un excès de 

nutriments? Leur fonction les condamne peut-être à cette susceptibilité. En effet, les 

cellules β doivent « doser » les nutriments de façon à ajuster la sécrétion d’insuline 

aux quantités circulantes de carburants. Or, ce dosage des nutriments se fait 

principalement grâce à leur catabolisme intracellulaire (Malaisse et coll. 1979; 

Prentki 1996). Les cellules β gèrent ainsi une importante quantité de nutriments, qui 

produisent une grande variété de métabolites. Certains de ces métabolites modifient 

négativement les activités cellulaires (directement, par exemple en modifiant la 

composition des membranes, ou indirectement, en activant des voies de signalisation 

ou des facteurs de transcription) et d’autres sont hautement réactifs, comme le 

peroxyde d’hydrogène (Sakai et coll. 2003) ou toxiques, comme les céramides (Lang, 

Ullrich et Gulbins 2011). 

L’hyperglycémie et la dyslipidémie ont toutes deux été associées à la 

détérioration de la fonction des cellules β (Robertson 2009). Les acides gras sont 

essentiels à la sécrétion d’insuline (Stein et coll. 1996) et amplifient substantiellement 

la sécrétion d’insuline induite par le glucose (Nolan et coll. 2006). Néanmoins, 

l’exposition chronique à des concentrations élevées d’acides gras a des conséquences 

néfastes sur la cellule β (McGarry et Dobbins 1999). Par exemple, l’augmentation 

forcée des concentrations circulantes d’acides gras durant 24 h chez des sujets sains 

diminue la sécrétion d’insuline induite par le glucose (Paolisso et coll. 1995). Et d’un 

point de vue plus mécanistique, la synthèse de céramides à partir de l’acide gras 

palmitate inhibe l’expression du gène de l’insuline in vitro (Kelpe et coll. 2003). 

Cela dit, un environnement encore plus délétère pour la cellule β apparaît 

lorsque l’hyperglycémie s’ajoute à l’hyperlipidémie (El-Assaad et coll. 2003). Cet 
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environnement est dit « glucolipotoxique » (Prentki et Corkey 1996). En conditions 

glucolipotoxiques, l’hyperlipidémie s’accompagne d’une quantité stimulante de 

glucose, qui génère du malonyl-CoA et empêche l’oxydation des acides gras tout en 

favorisant leur estérification (Prentki et Corkey 1996). Les travaux de notre 

laboratoire suggèrent que ces changements dans la répartition lipidique conduisent à 

la perte de fonction des cellules β et éventuellement à leur mort par apoptose (El-

Assaad et coll. 2003; El-Assaad et coll. 2010). D’après nos plus récents résultats, 

l’altération de la répartition lipidique en conditions glucolipotoxiques précèderait des 

points de vue chronologique et mécanistique les autres perturbations associées à 

l’hyperglycémie et à l’hyperlipidémie, notamment l’accumulation de céramides, le 

stress oxydatif et le stress au réticulum endoplasmique (El-Assaad et coll. 2010). Le 

stress oxydatif et le stress au réticulum endoplasmique sont tous deux associés à 

l’hypersécrétion d’insuline, une caractéristique de l’état prédiabétique (Aston-

Mourney et coll. 2008; Andrikopoulos 2010), et pourraient être impliqués dans la 

détérioration de la fonction des cellules β. 

Rôle du stress oxydatif 

L’hyperglycémie chronique entraîne une augmentation de la quantité 

d’espèces réactives dérivées de l’oxygène dans les cellules β (Robertson et coll. 

2004). Les dérivés réactifs de l’oxygène sont entre autres formés par les propriétés 

oxydantes du glucose lui-même (Robertson et coll. 2004), par des fuites d’électrons 

de la chaîne de transport à la membrane interne des mitochondries (Nicholls et 

Ferguson 2002) et par l’activité de l’enzyme NADPH oxydase à la membrane 

plasmique (Newsholme et coll. 2007). Il est intrigant de constater que les cellules β 

sont peu outillées pour faire face à ces dérivés réactifs. En effet, relativement à leur 

importante activité métabolique, les îlots humains et de rongeurs expriment très peu 

les enzymes superoxyde dismutase, catalase et glutathion peroxydase, responsables 

de l’élimination des dérivés réactifs de l’oxygène (Tonooka et coll. 2007). De plus, 

cette capacité antioxydante n’est pas augmentée lorsque les îlots sont incubés en 

présence de concentrations élevées de glucose (Tonooka et coll. 2007). Pour que le 

stress oxydatif mène à la dysfonction des cellules β et à leur apoptose, nos travaux 

suggèrent que l’hyperglycémie doit être accompagnée d’hyperlipidémie (El-Assaad et 

coll. 2010). 
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Rôle du stress au réticulum endoplasmique 

Puisqu’une cellule β fonctionnelle sécrète de l’insuline en présence de 

glucose, l’hyperglycémie chronique entraîne une hypersécrétion soutenue d’insuline. 

Le glucose stimule non seulement la sécrétion d’insuline, mais également 

l’expression du gène de l’insuline et la biosynthèse de l’hormone (Poitout et coll. 

2006). Ainsi, l’hypersécrétion implique un important trafic d’insuline immature le 

long de la voie de biosynthèse, notamment à l’intérieur du réticulum endoplasmique 

où trois ponts disulfures doivent être formés sur la proinsuline repliée correctement 

(Fonseca et coll. 2010). La cellule β est ainsi à risque d’altérations dans l’homéostasie 

du réticulum endoplasmique, un stress qui peut se traduire par une accumulation de 

protéines défectueuses (stress du réticulum endoplasmique) et l’activation d’un 

mécanisme d’adaptation appelé « réponse aux protéines mal repliées » (traduction 

libre de « unfolded protein response ») (Fonseca et coll. 2010). De fait, une 

surabondance d’acides gras, particulièrement l’acide gras saturé palmitate, en 

condition d’hyperglycémie constitue un environnement favorable au stress du 

réticulum endoplasmique dans la cellule β (Karunakaran et coll. 2012). Si le stress est 

modéré, la cellule s’adapte et continue de sécréter de l’insuline. Si le stress est trop 

élevé, la réponse aux protéines mal repliées déclenche l’apoptose (Fonseca et coll. 

2010). L’ablation génique ou des mutations de différentes protéines impliquées dans 

cette réponse cellulaire au stress du réticulum endoplasmique conduisent au diabète à 

la suite d’une défectuosité des cellules β pancréatiques (Harding et coll. 2001; 

Ishihara et coll. 2004; Ladiges et coll. 2005). 

3. Traitement du diabète de type 2 

 3.1.  Aperçu des différentes approches 

Aucun traitement ne permet pour l’instant de guérir du diabète. Au mieux, 

certaines chirurgies bariatriques permettent de normaliser la glycémie des patients. 

Les pharmacopées traditionnelles et occidentales offrent toutefois plusieurs agents 

antidiabétiques oraux qui aident à contrôler la glycémie, réduisent les risques de 

complications et, pour certains, ralentissent la progression de la maladie (Bailey et 

Krentz 2010; Yang et coll. 2011; Haddad et coll. 2012). Les principales approches 
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pharmaceutiques sont de 1) diminuer la résistance à l’insuline, 2) d’augmenter la 

quantité d’insuline en circulation et 3) de réduire directement l’hyperglycémie 

(Bailey et Krentz 2010) (tableau II). Plusieurs plantes utilisées par les médecines 

traditionnelles chinoise (Yang et coll. 2011), ayurvédique (Shekelle et coll. 2005) ou 

amérindienne (Haddad et coll. 2012) ont des effets pouvant tomber dans une ou 

plusieurs de ces catégories. À l’exception de la berbérine, cette section ne discutera 

que des médicaments utilisés par la médecine occidentale. 

Diminution directe de la glycémie 

Plutôt que de cibler les mécanismes pathogéniques du diabète (sécrétion 

d’insuline déficiente et résistance à l’insuline), une classe de composés s’attaque 

directement à la glycémie : les inhibiteurs des enzymes α-glucosidases, qui 

adoucissent les variations postprandiales de glycémie (tableau II). Ces molécules, 

dont l’acarbose, ralentissent la dégradation des glucides complexes et des 

disaccharides dans l’intestin grêle, ce qui retarde l’absorption du glucose (Hanefeld 

2008). L’acarbose améliore le contrôle glycémique chez les patients atteints de DT2, 

peu importe qu’il soit utilisé seul ou en combinaison avec une autre approche 

pharmacologique (metformine, sulfonylurées, insuline) (Chiasson et coll. 1994). Son 

utilisation est malheureusement restreinte car il provoque couramment des flatulences 

et malaises gastro-intestinaux (Derosa et Maffioli 2012). Puisqu’ils diminuent la 

glycémie, les inhibiteurs des α-glucosidases pourraient théoriquement protéger la 

cellule β. Aucune étude ne suggère un tel effet protecteur pour l’instant. 

Augmentation de la sécrétion d’insuline 

Considérant que le diabète apparaît à la suite d’une incapacité des cellules β à 

sécréter suffisamment d’insuline, la stimulation pharmacologique de la sécrétion 

d’insuline est une approche évidente. Deux cibles différentes sont visées sur la cellule 

β pour ce faire : 1) les sulfonylurées et les meglitinides provoquent la fermeture des 

canaux KATP en se liant à leur sous-unité SUR1 (Pfeiffer 2008) et 2) les analogues du 

glucagon-like peptide-1 (GLP-1) et les inhibiteurs de l’enzyme dipeptidylpeptidase-4 

(DPP-4) augmentent la signalisation des récepteurs aux hormones incrétines 

(Gallwitz et Nauck 2008) (tableau II). 

Les différents composés insulinotropes ne stimulent pas tous la sécrétion 

d’insuline de la même façon. Les agents qui bloquent les canaux KATP sont de 
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puissants sécrétagogues, qui dépolarisent la cellule β et stimulent la sécrétion 

d’insuline qu’il y ait présence ou non de glucose (Pfeiffer 2008). Par contre, les 

composés qui modulent l’activité des récepteurs aux hormones incrétines amplifient 

la sécrétion d’insuline de façon dépendante du glucose (Gallwitz et Nauck 2008). 

Les bienfaits des activateurs des canaux KATP sur l’homéostasie glucidique ne 

sont pas durables; l’effet sur la sécrétion d’insuline et le contrôle de la glycémie est 

rapide et important, mais ces médicaments ne protègent pas à long terme les cellules 

β contre la détérioration de leur fonction et de leur masse (Holman 2006; Kahn et 

coll. 2006). L’activation du récepteur au GLP-1 pourrait avoir des effets bénéfiques 

sur la fonction et la masse des cellules β (Gallwitz et Nauck 2008). Des données 

recueillies pendant deux ans auprès de patients atteints de DT2 suggèrent une 

meilleure durabilité du contrôle glycémique chez les utilisateurs d’un analogue du 

GLP-1 par rapport à ceux d’un sulfonylurée (Garber et coll. 2011). L’introduction sur 

le marché de ces agents antidiabétiques est toutefois récente et les études 

approfondies sur le sujet ne sont pas encore disponibles. 

Diminution de la sécrétion d’insuline 

De façon paradoxale, des composés qui inhibent la sécrétion d’insuline 

semblent aussi avoir la capacité d’améliorer le contrôle glycémique chez les individus 

atteints de DT2. Ces molécules sont en aucun cas utilisées pour traiter le DT2, mais 

présentent un intérêt certain à la vue des résultats présentés dans cette thèse. Il s’agit 

du diazoxide (Greenwood, Mahler et Hales 1976), de la somatostatine (Laedtke et 

coll. 2000) et des agonistes inverses du récepteur aux cannabinoïdes CB1 

(rimonabant et ibipinabant (Lynch et coll. 2011)). Le diazoxide, le rimonabant et 

l’ibipinabant provoquent l’effet inverse des sulfonylurées : ils ouvrent les canaux 

KATP (Trube, Rorsman et Ohno-Shosaku 1986; Lynch et coll. 2011), ce qui se traduit 

dans la cellule β par une inhibition de la sécrétion d’insuline (Loubatieres, Mariani et 

Alric 1968). Un traitement de sept jours avec du diazoxide (accompagné d’insuline) 

permet à des individus atteints de DT2 d’améliorer la fonction de leurs cellules β 

(Greenwood, Mahler et Hales 1976). Une partie des effets positifs du diazoxide chez 

les individus atteints de diabète pourrait venir de l’activation des canaux KATP dans 

les neurones de l’hypothalamus, inhibant la production endogène de glucose (Kishore 

et coll. 2011). L’arrêt momentané de la sécrétion d’insuline permet néanmoins de 
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rétablir la sensibilité des cellules β au glucose (Leahy, Bumbalo et Chen 1994), le 

ratio proinsuline:insuline, la première phase de libération d’insuline (abolie lors du 

diabète) et l’aspect pulsatile de cette libération, en plus d’augmenter la quantité 

d’insuline sécrétée (Laedtke et coll. 2000). Cette approche n’a pas fait l’objet 

d’études extensives et, à notre connaissance, n’est pas privilégiée pour le 

développement de nouveaux agents antidiabétiques. 

Diminution de la résistance à l’insuline 

Enfin, deux classes de médicaments ont pour principal effet de diminuer la 

résistance à l’insuline : les biguanides (phenformine, buformine, metformine) et les 

thiazolidinediones (TZDs; troglitazone, rosiglitazone, pioglitazone) (tableau II et 

figure 6). Parmi les molécules mentionnées, seules la metformine, la rosiglitazone et 

la pioglitazone sont encore disponibles pour traiter le diabète au Canada en 2012. La 

metformine et les TZDs sont présentés en détail dans les prochaines sections. À 

priori, ces deux classes de médicaments insulinosensibilisateurs ne partagent pas le 

même mode d’action. Les TZDs agissent d’abord en favorisant la lipogenèse dans les 

tissus adipeux (Ye et coll. 2004) alors que l’effet majeur de la metformine vient d’une 

inhibition de la production hépatique de glucose (Perriello et coll. 1994). Les TZDs et 

la metformine ont toutefois en commun d’être en mesure d’activer rapidement 

l’AMPK dans différents types cellulaires (Zhou et coll. 2001; Fryer, Parbu-Patel et 

Carling 2002; Saha et coll. 2004; LeBrasseur et coll. 2006), un effet qui, dans les 

deux cas, pourrait être causé par une inhibition du complexe I de la chaîne de 

transport d’électron dans les mitochondries (Brunmair et coll. 2004). 

L’activation rapide de l’AMPK (Lee et coll. 2006) et l’inhibition du 

complexe I (Turner et coll. 2008) sont des effets qui ont également été rapportés pour 

un produit naturel appelé « berbérine ». La berbérine est un alcaloïde retrouvé dans 

certaines plantes, dont Coptis chinensis utilisée dans la médecine traditionnelle 

chinoise (Yang et coll. 2011). Un traitement à la berbérine diminue la résistance à 

l’insuline chez des individus atteints de DT2 (Yin, Xing et Ye 2008). La berbérine 

n’est pas un médicament antidiabétique utilisé au Canada. 
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Tableau II – Liste partielle des composés antidiabétiques. 
 
Composés ou classes Effet Protection de la fonction 

β pancréatique? 
Inhibiteurs des α-glucosidases ↓ absorption des glucides Inconnu 

Sulfonylurées ↑ sécrétion d’insuline Non 

Meglitinides ↑ sécrétion d’insuline Non 

Analogues du GLP-1 ↑ sécrétion d’insuline en présence de glucose 
↑ autres effets liés à l’activation du GLP-1R 

Peut-être 

Inhibiteurs de la DPP-4 ↑ sécrétion d’insuline en présence de glucose 
↑ autres effets des hormones normalement 
dégradées par la DPP-4 

Peut-être 

Metformine ↓ résistance à l’insuline 
↓ production hépatique de glucose 

Peut-être 

Thiazolidinediones ↓ résistance à l’insuline Oui 

GK, glucokinase. 

 

 3.2.  Présentation de la metformine et des biguanides 

Le premier « médicament » pouvant être associé à la classe des biguanides est 

un extrait de la plante Galega officinalis, indigène au pourtour méditerranéen. Il est 

question de l’utilisation de cette plante pour traiter les symptômes du diabète depuis, 

au moins, le 17e siècle (Bailey et Day 2004). Deux principes actifs, capables de 

diminuer la glycémie chez les patients diabétiques, ont été isolés de cette plante au 

début du 20e siècle : la guanidine et la galégine (figure 6) (Bailey et Day 2004). 

Basés sur ces molécules, des composés synthétiques (des diguanides appelés 

synthalines) sont apparus dès les années 1920 pour le traitement du diabète en 

Europe (Bailey et Day 2004). Peu efficaces et ayant des effets indésirables 

importants, les diguanides ont rapidement été éclipsés par l’arrivée de l’insuline, 

découverte en 1921. Malgré ce contexte, la metformine (ou diméthylbiguanide; 

figure 6) a été synthétisée en 1929 et testée avec succès chez les animaux pour ses 

propriétés hypoglycémiantes (Bailey et Day 2004). Il faut néanmoins attendre 1957-

1958 pour que des études cliniques soient menées avec la metformine et deux 

biguanides similaires, la phenformine et la buformine (Ungar, Freedman et Shapiro 

1957; Mehnert et Seitz 1958; Bailey et Day 2004). Les trois produits ont été 

commercialisés. Toutefois, la phenformine et la buformine, plus puissantes, ont été 

retirées du marché à cause de risque important d’acidose lactique (Bailey et Day 
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2004). La metformine est disponible depuis 1972 au Canada (Campbell 1984) et 

depuis 1995 aux États-Unis d’Amérique (Bailey et Krentz 2010). Elle est aujourd’hui 

le médicament antidiabétique le plus fréquemment prescrit à travers le monde (Bailey 

et Krentz 2010) et fait partie de la liste modèle des médicaments essentiels de 

l’Organisation mondiale de la Santé (OMS 2011). 
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Figure 6 – Structure de quelques molécules antidiabétiques reliées à la classe des 
biguanides et à celle des thiazolidinediones. 
 

La metformine est une molécule très polaire, porteuse d’une charge positive 

entre pH 4 et pH 10 (van de Merbel et coll. 1998). Elle traverse ainsi difficilement les 

membranes biologiques. Sa diffusion est toutefois facilitée en fonction de son 

gradient électrochimique par des protéines de transport, tel le transporteur de cations 

organiques OCT1 (organic cation transporteur 1) (Wang et coll. 2002; Nies et coll. 

2011). L’importance du transporteur OCT1 pour l’efficacité de la metformine a été 

brillamment démontrée en 2007 lors d’une étude sur la souris déficiente en OCT1 

(insensible aux effets bénéfiques de la metformine sur la glycémie à jeun), doublée 

d’une démonstration des effets de différents variants génétiques chez l’humain, où 

une faible activité du transporteur a été associée à un faible effet hypoglycémiant de 
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la metformine (Shu et coll. 2007). En accord avec le fait que le principal effet 

bénéfique de la metformine soit une réduction de la production hépatique de glucose 

(Perriello et coll. 1994), OCT1 est principalement exprimé par les hépatocytes (Nies 

et coll. 2011). D’après le Beta Cell Gene Atlas, le transporteur est également exprimé 

dans les cellules bêta humaines et de rongeurs (T1DBase 2012). La charge positive de 

la metformine à pH physiologique lui offrirait la possibilité de s’accumuler du côté 

plus acide d’une membrane lipidique (comme la matrice mitochondriale par rapport à 

l’espace intermembranaire) (Davidoff 1971). La concentration plasmatique de la 

metformine administrée à des doses thérapeutiques est de 1 à 15 µmol/L (Bailey et 

Turner 1996; Regenthal et coll. 1999). Le médicament est éliminé tel quel dans 

l’urine (Bailey et Krentz 2010). 

Effets et mode d’action 

Le bénéfice le plus évident de l’utilisation de la metformine sur l’homéostasie 

glucidique est une diminution de la production hépatique de glucose (Perriello et coll. 

1994; Zhou et coll. 2001) sans provoquer d’hypoglycémie (Bailey et Krentz 2010). 

La diminution de la production hépatique de glucose serait due à une amélioration de 

la sensibilité à l’insuline des hépatocytes et à une diminution de l’entrée des substrats 

gluconéogéniques tels que le lactate (Bailey et Krentz 2010). Un traitement à la 

metformine améliore également le profil lipidique des patients sans augmenter leur 

masse corporelle (Bailey et Krentz 2010). Notons qu’il diminue généralement 

l’insulinémie (Stumvoll, Häring et Matthaei 2008). 

À l’échelle cellulaire, les effets du médicament sur des hépatocytes, in vitro, 

après 3 à 6 h de traitement, incluent une diminution de la production de glucose, une 

augmentation de l’oxydation des acides gras et une diminution de l’expression des 

gènes lipogéniques (SREBP-1, FAS) (Zhou et coll. 2001). Ainsi, la metformine (0,5 à 

1 mmol/L, 24 h) prévient ou réduit l’accumulation de lipides in vitro dans les 

hépatocytes (Zang et coll. 2004) et réduit la stéatose hépatique dans les modèles de 

souris obèses (Lin et coll. 2000). 

La prise de metformine est associée à quelques effets indésirables, les plus 

fréquents étant des problèmes digestifs (diarrhée, nausée, inconfort abdominal (Bailey 

et Turner 1996)). Elle est également associée à un faible risque d’acidose lactique qui 

pourrait être causée par une augmentation de la production de lactate par les organes 
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périphériques et une inhibition de son utilisation ou de son transport dans le foie 

(Wang et coll. 2003). 

Malgré sa longue histoire et son utilisation intensive, le mécanisme d’action 

de la metformine n’est toujours pas totalement élucidé. D’après les résultats les plus 

récents, la metformine diminuerait l’énergie disponible dans les cellules en inhibant 

le complexe I de la chaîne de transport d’électron (El-Mir et coll. 2000; Owen, Doran 

et Halestrap 2000; Brunmair et coll. 2004; Dykens et coll. 2008; Stephenne et coll. 

2011). Cette seule restriction énergétique serait en mesure de ralentir la 

gluconéogenèse (Foretz et coll. 2010). La diminution de l’énergie intracellulaire 

active l’AMPK, une cible indirecte de la metformine connue depuis plusieurs années 

(Zhou et coll. 2001). Néanmoins, l’activation de l’AMPK n’est pas nécessaire pour 

observer les bienfaits de la metformine in vivo, pas plus que l’activation de la kinase 

de l’AMPK, LKB1 (Foretz et coll. 2010). L’AMPK (Zhou et coll. 2001) et LKB1 

(Shaw et coll. 2005) avaient tour à tour été proposées comme chaînon manquant pour 

expliquer les effets de la metformine sur la production hépatique de glucose, mais 

ceci n’est peut-être pas le cas. 

L’hypothèse du rôle central de l’inhibition du complexe I dans les effets de la 

metformine fait face à quelques contradictions ou zones d’ombre. D’abord, d’après 

l’activité de complexes mitochondriaux isolés de cardiomyocytes bovins et 

immunoprécipités, l’IC50 pour l’inhibition du complexe I par la metformine est de 

66 mmol/L (Dykens et coll. 2008). Il s’agit d’une concentration très élevée, même en 

supposant une accumulation mitochondriale. Ensuite, en 2002, les groupes de David 

Carling et Grahame Hardie (les codécouvreurs de l’AMPK) publiaient chacun un 

article mentionnant l’activation de l’AMPK par la metformine par un mécanisme 

indépendant d’une augmentation du ratio AMP:ATP (Fryer, Parbu-Patel et Carling 

2002; Hawley et coll. 2002). Ces données ont été contredites depuis (Foretz et coll. 

2010; Stephenne et coll. 2011), mais suggèrent néanmoins la possibilité d’un mode 

d’action pour la metformine qui ne fait pas intervenir de changement important dans 

l’état énergétique de la cellule. Enfin, la metformine normalise l’entrée et le stockage 

de glucose sous forme de glycogène dans les érythrocytes de patients diabétiques 

(Yoa et coll. 1993), alors que ces cellules sont dépourvues de mitochondries. En 

résumé, la metformine agit probablement, du moins en partie, via d’autres 
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mécanismes que ceux impliquant la mitochondrie (et en particulier le complexe I de 

la chaîne de transport d’électrons), l’état énergétique de la cellule (et le ratio 

AMP:ATP) ou l’AMPK. 

3.3.  La metformine et la cellule β pancréatique 

Les effets de la metformine sur la cellule β sont moins bien documentés que 

ceux sur les hépatocytes. Les résultats de l’étude ADOPT suggèrent une détérioration 

moins rapide de  la fonction des cellules β des patients nouvellement diagnostiqués 

pour le DT2 avec la metformine qu’avec le glyburide (un sulfonylurée), un effet 

presque aussi convaincant que celui observé avec la rosiglitazone (Kahn et coll. 

2006). Les mêmes observations ont été faites lors d’une étude du Diabetes Prevention 

Program Research Group, qui a quantifié les effets d’une thérapie d’un an à la 

metformine chez des individus à risque élevé de développer le diabète de type 2. Les 

patients qui utilisaient la metformine développaient moins le diabète que ceux traités 

avec un placebo (Kitabchi et coll. 2005). Les effets les plus importants sur la 

sensibilité à l’insuline et la fonction β pancréatique étaient toutefois observés dans un 

troisième groupe, contraint à un changement de style de vie impliquant 150 min 

d’activité physique par semaine et à une diminution de 7 % de leur masse corporelle 

(Kitabchi et coll. 2005). Les deux groupes avec intervention (pharmacologique ou 

changement de style de vie) présentaient une insulinémie à jeun réduite, avec un effet 

plus marqué chez les individus actifs qui perdaient du poids (Kitabchi et coll. 2005). 

Cette dernière observation laisse supposer qu’un éventuel effet bénéfique de la 

metformine sur la fonction β pancréatique serait davantage le résultat de 

l’amélioration de la sensibilité à l’insuline que d’un quelconque effet 

pharmacologique sur la cellule β. À moins que les deux interventions ne réduisent la 

sécrétion d’insuline en améliorant ainsi la sensibilité. 

Plusieurs études in vitro ont mesuré les effets de la metformine sur la cellule 

β. La metformine y augmente l’activité de l’AMPK et cet effet proviendrait de 

l’inhibition du complexe I (Kefas et coll. 2004; Hinke et coll. 2007). Hinke et coll. 

ont observé à ce sujet que l’ajout de méthyl-succinate (qui fournit des électrons à la 

chaîne de transport d’électrons via le complexe II sans dépendre de l’activité du 

complexe I, inhibée par la metformine) à des cellules β en culture corrige l’inhibition 
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de l’activité mitochondriale provoquée par la metformine et empêche l’activation de 

l’AMPK (Hinke et coll. 2007). 

Si on admet un effet protecteur de la metformine sur la fonction des cellules β, 

celui-ci pourrait être dû en partie à une diminution de l’apoptose. C’est en effet ce 

que nous avons observé au laboratoire avec des cellules INS 832/13 cultivées durant 

24 heures en conditions glucolipotoxiques. L’ajout de 0,5 mmol/L metformine au 

milieu de culture prévient la mort des cellules par apoptose, possiblement en 

favorisant l’oxydation des acides gras grâce à l’activation de l’AMPK (El-Assaad et 

coll. 2003). D’ailleurs, dans ces expériences, l’utilisation d’un autre activateur de 

l’AMPK, l’AICAR, produit des effets similaires sur l’apoptose (El-Assaad et coll. 

2003). Plusieurs études ont depuis confirmé nos résultats. Un traitement in vitro à la 

metformine (9 µmol/L, 24 h) réduit l’apoptose mesurée sur des îlots humains isolés 

de patients diabétiques (Marchetti et coll. 2004). Le même effet a été observé in vivo 

sur des îlots de rats diabétiques nourris avec une diète riche en gras et traités avec de 

la metformine (Matveyenko et coll. 2009). Toujours in vivo, mais cette fois avec des 

échantillons de donneurs humains, un groupe a également noté qu’elle empêche 

l’accumulation de vacuoles autophagiques associées à un type particulier de mort 

cellulaire appelé « mort autophagique » (Masini et coll. 2009). La metformine 

(9 µmol/L) protège aussi la fonction d’îlots humains contre les effets d’une 

concentration élevée de glucose (Lupi et coll. 1999) ou d’acides gras (Lupi et coll. 

2002) par des mécanismes qui font intervenir entre autres un rétablissement de 

l’oxydation normale du glucose (réduite en présence d’acides gras) et des acides gras 

(augmentée en présence d’acides gras) (Patane et coll. 2000). 

Les conséquences fonctionnelles d’un traitement in vitro de cellules β à la 

metformine ne sont toujours pas clairement définies. Au tournant des années 1990, 

des travaux effectués sur des pancréas isolés de rats et perfusés décrivaient une 

augmentation de la sécrétion d’insuline en présence de doses de metformine dites 

« physiologiques » (∼10 µmol/L, traitement aigu) (Gregorio et coll. 1989). Des 

expériences plus récentes avec des îlots pancréatiques humains ont mené à des 

observations similaires avec des concentrations plus élevées de metformine 

(0,2 mmol/L, traitement aigu) (Lupi et coll. 1997). Cependant, l’équipe de Guy Rutter 

publiait en 2004 qu’un traitement de 16 h de cellules MIN6 et d’îlots humains à la 
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metformine (1 mmol/L) inhibe de façon importante la sécrétion d’insuline induite par 

le glucose (Leclerc et coll. 2004). 

 3.4.  Présentation de la pioglitazone et des thiazolidinediones 

La ciglitazone est la première molécule de la classe des TZDs à avoir été 

mentionnée dans la littérature, en 1983, pour ses effets antidiabétiques (Fujita et coll. 

1983). Dans le courant des années 1980 et 1990, plusieurs TZDs ont fait l’objet 

d’études cliniques et un premier TZD, la troglitazone, a été introduit sur le marché en 

1997 (Day 1999). Elle a toutefois rapidement été retirée des tablettes à cause de 

problèmes de toxicité hépatique (Mudaliar et Henry 2008). Au Canada, deux TZDs 

sont actuellement disponibles : la pioglitazone et la rosiglitazone (figure 6). L’image 

de ces médicaments a toutefois été ternie ces dernières années par plusieurs études 

décrivant des effets indésirables peu fréquents, mais inquiétants : l’utilisation de 

rosiglitazone a été associée à une augmentation du risque d’infarctus du myocarde 

(Nissen et Wolski 2007), celle de pioglitazone à une plus grande incidence de cancer 

de la vessie (Piccinni et coll. 2011) et les deux médicaments augmentent les risques 

de fracture principalement chez les femmes (Riche et King 2010) et d’insuffisance 

cardiaque liée à la rétention d’eau (Buckingham et Hanna 2008). Même si l’avenir de 

cette classe de médicaments est plutôt sombre, d’autres TZDs sont encore en 

développement (Henriksen et coll. 2011). 

Les TZDs sont des composés liposolubles qui traversent facilement les 

membranes biologiques et ne semblent pas s’accumuler dans les tissus, du moins 

chez les rongeurs (Fujita et coll. 2003). La pioglitazone et la rosiglitazone sont 

métabolisées principalement par le foie par l’isoforme CYP2C des cytochromes P450 

(Calixto et coll. 2011). Dans le cas de la pioglitazone, plusieurs des métabolites 

générés ont également des propriétés antidiabétiques (Sohda, Ikeda et Meguro 1995). 

Ces métabolites ne s’accumulent probablement pas non plus (Fujita et coll. 2003) et 

sont tous moins efficaces que la molécule administrée (Sohda, Ikeda et Meguro 

1995). 

Effets et mode d’action 

Contrairement à la metformine, les TZDs ont au moins une cible directe bien 

caractérisée : ce sont des agonistes du récepteur nucléaire et facteur de transcription 
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peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) (Forman et coll. 1995; 

Lehmann et coll. 1995). L’activation de PPARγ est associée à la différentiation des 

adipocytes et à l’entrée et au stockage des lipides dans la masse adipeuse (Anghel et 

Wahli 2007). Le mécanisme suivant a été proposé pour expliquer les bienfaits des 

TZDs sur la résistance à l’insuline : ils favorisent le stockage des acides gras dans les 

adipocytes, ce qui diminue leur accumulation dans le foie et les muscles squelettiques 

(Ye et coll. 2004) et prévient leurs effets néfastes sur la sensibilité à l’insuline 

(Morino, Petersen et Shulman 2006). Ainsi, les effets cliniques des TZDs incluent 

une amélioration du profil lipidique, caractérisée par une diminution des 

concentrations circulantes d’acides gras libres et, dans le cas de la pioglitazone, de 

triacylglycérols, une augmentation de la sensibilité à l’insuline des muscles 

squelettiques et des tissus adipeux, et une diminution de la production hépatique de 

glucose (Mudaliar et Henry 2008). Les TZDs augmentent également la concentration 

d’adiponectine en circulation (Maeda et coll. 2001), une adipokine qui a des effets 

positifs sur l’action de l’insuline (Tishinsky, Robinson et Dyck 2012). 

Plusieurs données mettent en doute le rôle central de l’activation de PPARγ 

dans les adipocytes pour expliquer les effets des TZDs. D’abord, l’augmentation de la 

masse adipeuse n’est pas essentielle à l’amélioration de la sensibilité à l’insuline des 

myocytes : l’effet demeure chez des souris transgéniques dépourvues de tissus 

adipeux blancs (A-ZIP/F-1, dite souris fatless) traitées à la rosiglitazone (Kim et coll. 

2003) et la troglitazone peut normaliser la glycémie chez des souris transgéniques 

(aP2/DTA) qui ont perdu une grande partie de leur masse adipeuse, détruite sous 

l’action de la toxine diphtérique exprimée sous le contrôle d’un promoteur spécifique 

des adipocytes (Burant et coll. 1997). Ensuite, la rosiglitazone permet de rétablir la 

sensibilité à l’insuline des muscles et des hépatocytes dans un modèle de souris qui 

n’exprime pas PPARγ dans ses adipocytes matures et qui a été rendue obèse par une 

diète riche en gras (He et coll. 2003). Il est intéressant d’ajouter que chez ces souris, 

la rosiglitazone n’est pas en mesure de diminuer la quantité d’acides gras libres en 

circulation (He et coll. 2003). Troisième élément, toujours chez la souris, l’expression 

de PPARγ dans le muscle squelettique (Hevener et coll. 2003) et dans le cerveau (Lu 

et coll. 2011) ont été proposées comme éléments importants à l’effet des TZDs sur le 

muscle et sur le foie, respectivement. Enfin, l’efficacité relative des différents TZDs à 
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titre d’agents antidiabétiques (troglitazone > pioglitazone > rosiglitazone) ne 

correspond pas à leur affinité comme ligand du récepteur nucléaire PPARγ 

(rosiglitazone > pioglitazone > troglitazone) (Feinstein et coll. 2005). 

Sans remettre en question le fait que les TZDs sont des agonistes de PPARγ, 

de nombreux autres mécanismes d’action ont été proposés pour expliquer leurs effets. 

Le groupe de Bruce Spiegelman a récemment montré que les effets bénéfiques de la 

rosiglitazone proviennent principalement du fait qu’ils empêchent la phosphorylation 

de PPARγ par la kinase dépendante des cyclines CDK5, ce qui altère le profil 

d’expression des gènes ayant un élément de réponse pour PPARγ (Choi et coll. 2010). 

Des cibles non génomiques et indépendantes de l’activation de PPARγ ont également 

été suggérées (Feinstein et coll. 2005). Deux cibles mitochondriales sont à 

considérer : la protéine CISD1/mitoNEET et, comme pour la metformine, le 

complexe I de la chaîne de transport d’électrons. La protéine mitoNEET a été 

identifiée pour la première fois en 2004 dans un effort pour trouver une cible 

mitochondriale à la pioglitazone (Colca et coll. 2004). Elle est localisée à la 

membrane externe des mitochondries, est stabilisée par la pioglitazone (Paddock et 

coll. 2007) et est impliquée dans la respiration oxydative (Wiley et coll. 2007). Quant 

à l’inhibition du complexe I, l’observation remonte également à 2004 (Brunmair et 

coll. 2004). Dans cet article, le groupe de Clemens Fürnsinn a mesuré in vitro un effet 

inhibiteur des TZDs (surtout la rosiglitazone) sur l’activité du complexe I à partir 

d’homogénats de muscle et de foie de rat (Brunmair et coll. 2004). En accord avec 

cette donnée, il a également été rapporté qu’un traitement à la troglitazone diminue le 

potentiel de membrane mitochondriale de cellules L6 différenciées en myotubes 

(Konrad et coll. 2005). Dans cette étude, l’effet a été associé à une augmentation de 

l’activité de l’AMPK et à une augmentation de l’entrée de glucose dans la cellule, 

dépendante de la présence de l’AMPK (Konrad et coll. 2005). Cette capacité des 

TZDs à activer l’AMPK est connue depuis les travaux de David Carling en 2002, qui 

comparaient les effets de la metformine à ceux de la rosiglitazone sur l’activité de 

l’AMPK dans des myocytes (Fryer, Parbu-Patel et Carling 2002). L’activation de 

l’AMPK induite par les TZDs est très rapide (quelques minutes) et a depuis été 

confirmée in vivo (Saha et coll. 2004; LeBrasseur et coll. 2006) et observée 

également sur les îlots pancréatiques (Wang et coll. 2007). 
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 3.5.  La pioglitazone et la cellule β pancréatique 

Les bienfaits des TZDs sur la cellule β et la fonction β pancréatique ont fait 

l’objet de plusieurs revues (Walter et Lubben 2005; Campbell et Mariz 2007; 

DeFronzo et Abdul-Ghani 2011) et sont mentionnés dans quelques études cliniques. 

Dans l’étude ADOPT, présentée plus haut, menée chez des patients nouvellement 

diagnostiqués pour le DT2, les patients du groupe traité à la rosiglitazone étaient ceux 

dont la diminution de la fonction β pancréatique était la moins importante (versus 

ceux traités à la metformine ou avec un sulfonylurée) (Kahn et coll. 2006). En 

monothérapie, la rosiglitazone présenterait ainsi une meilleure durabilité que la 

metformine ou un sulfonylurée. Une étude dirigée par Ralph DeFronzo en 2007 

concluait même que la pioglitazone améliorait la fonction des cellules β chez des 

patients atteints de DT2 (Gastaldelli et coll. 2007). Les TZDs permettraient également 

de prévenir ou de retarder l’apparition du DT2 chez des populations à risque 

(Buchanan et coll. 2002; Gerstein et coll. 2006; Xiang et coll. 2006; DeFronzo et coll. 

2011), en partie en protégeant leur fonction β pancréatique dans un contexte de stress 

métabolique (Cavaghan et coll. 1997; Buchanan et coll. 2000; Buchanan et coll. 

2002; Xiang et coll. 2006). En effet, chez des femmes californiennes d’origine 

hispanique ayant vécu un épisode de diabète gestationnel, un traitement aux TZDs 

(troglitazone et pioglitazone) arrêtait le déclin de la fonction des cellules β (Buchanan 

et coll. 2002; Xiang et coll. 2006) en autant que le médicament améliorait la 

sensibilité à l’insuline (Buchanan et coll. 2002). Cet effet est particulièrement 

intéressant pour un médicament antidiabétique (DeFronzo et Abdul-Ghani 2011), 

mais il ne fait pas consensus dans la communauté scientifique (Rasouli et coll. 2007). 

Plusieurs facteurs pourraient expliquer l’effet protecteur des TZDs sur la 

masse et la fonction des cellules β en conditions de stress métabolique (obésité, 

syndrome métabolique ou diabète). La protection pourrait venir 1) de la diminution 

de la demande en insuline associée à une amélioration de la sensibilité à l’insuline 

(Bollheimer et coll. 2003; Aston-Mourney et coll. 2008; Andrikopoulos 2010); 2) de 

l’amélioration du profil lipidique, ce qui diminuerait le stress lipotoxique; 3) de la 

diminution de la glycémie, diminuant les stress gluco- et glucolipotoxiques; 4) de la 

diminution de l’inflammation; 5) de l’activation de PPARγ dans les cellules β ou 
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encore 6) de l’action des TZDs sur une ou d’autres cibles moléculaires présentes dans 

les cellules β, tels le complexe I et la protéine mitochondriale mitoNEET (Bonora 

2008). Quelques possibilités sont discutées plus en détails à la section 9.3. 

Quels sont les effets directs des TZDs sur la fonction des cellules β? 

L’exposition aigüe (10 min à 2,5 h) de cellules β en culture ou d’îlots isolés à des 

TZDs a donné lieu à plusieurs résultats contradictoires. Deux groupes ont noté une 

augmentation de la sécrétion d’insuline (cellules HIT-T15, 1 ou 10 µmol/L 

pioglitazone, 1 h, stimulation avec 3 ou 7 mmol/L glucose (Ohtani et coll. 1996); îlots 

de souris ob/ob, 10 μmol/L pioglitazone, 20 min, stimulation avec 20 mmol/L glucose 

(Zhang et coll. 2009)) et un autre groupe une absence d’effets (cellules BRIN-BD11, 

jusqu’à 100 μmol/L rosiglitazone, 20 min, en présence de 1 ou 16,7 mmol/L glucose 

(Irwin et coll. 2011)). Des failles méthodologiques peuvent mettre en doute les 

résultats obtenus dans le cas des deux études qui mentionnent un effet stimulant des 

TZDs sur la sécrétion d’insuline. Dans la première étude, les cellules HIT-T15 

utilisées sont très peu sensibles au glucose et ne représentent pas un bon modèle pour 

étudier les conséquences d’un traitement donné sur la sécrétion d’insuline induite par 

le glucose (leur phénotype ne correspond pas bien à celui d’une cellule β). Dans la 

seconde étude, des îlots de souris ob/ob ont été utilisés. Le modèle est peut-être 

pertinent, cependant les résultats sont exprimés en valeur relative à la condition 

témoin et il est impossible de juger de la qualité de l’expérience (réponse au glucose, 

méthode de normalisation). De plus, les chercheurs ont récolté les milieux 

d’incubation (suite aux traitements et à la stimulation au TZD) après avoir centrifugé 

les îlots. Cette manipulation provoque physiquement la sécrétion d’insuline et peut 

fausser les résultats (les îlots traités libèrent-ils davantage d’insuline parce qu’ils sont 

fragilisés par le traitement?). 

D’autres chercheurs ont plutôt mesuré une diminution de la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose en présence de TZDs (îlots de rats, 10 μmol/L 

troglitazone, 2,5 h, stimulation avec 5,6 ou 16,7 mmol/L glucose (Bollheimer et coll. 

2003); îlots humains sains ou d’individus diabétiques, 10 μmol/L pioglitazone, 

10 min, stimulation à 5 ou 20 mmol/L glucose (Zhang, Sjoholm et Zhang 2006); 

cellules MIN6, 10 μmol/L troglitazone, 1 h, stimulation avec 25 mmol/L glucose 

(Wang et coll. 2007)). L’étude de Zhang et coll. a donné lieu à des observations 
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particulièrement intrigantes. Les mesures de sécrétion d’insuline ont été effectuées 

avec des îlots humains périfusés (installés dans une chambre dont le milieu est 

constamment renouvelé). L’ajout de pioglitazone au milieu de périfusion diminuait 

rapidement la libération d’insuline d’environ 50 %. Par contre, dès que le composé 

était retiré du milieu, la sécrétion d’insuline induite par le glucose augmentait 

grandement pour atteindre 200 % de la sécrétion d’insuline de départ (Zhang, 

Sjoholm et Zhang 2006). Les mêmes résultats contradictoires ont été rapportés pour 

les effets d’expositions prolongées à des TZDs, de 24 à 48 h (Shimabukuro et coll. 

1998; Lupi et coll. 2004; Saitoh et coll. 2008; Schinner et coll. 2009). Faits curieux : 

la troglitazone (Sunaga et coll. 1999) et la rosiglitazone (Yu et coll. 2012) ont déjà été 

identifiées comme des inhibiteurs des canaux KATP, un effet qui devrait stimuler la 

sécrétion d’insuline (Sunaga et coll. 1999; Yu et coll. 2012). La pioglitazone n’aurait 

pas cette propriété (Sunaga et coll. 1999). 

En résumé, les TZDs semblent en mesure de protéger la fonction β 

pancréatique. De nombreuses études in vitro mentionnent qu’ils ont des effets directs 

et aigus sur la sécrétion d’insuline induite par le glucose. Les études menées avec de 

la pioglitazone qui emploient des modèles expérimentaux et des techniques adéquates 

suggèrent généralement que cet effet est inhibiteur. 

4.  Hypothèse et buts 

 4.1.  Hypothèse 

Les premiers résultats présentés dans cette thèse ont été générés dans le but 

d’étudier le modèle du malonyl-CoA/ acyls-CoA à longue chaîne en utilisant les 

médicaments insulinosensibilisateurs, et en particulier la pioglitazone et la 

metformine, comme outils pour activer l’AMPK et changer la répartition lipidique. 

L’hypothèse s’énonçait alors ainsi : l’activation aigüe de l’AMPK par des moyens 

pharmacologiques favorise la β-oxydation des acides gras et réduit la quantité 

d’acides gras ou de leurs dérivés CoA disponibles pour stimuler la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose. Les travaux devaient aussi permettre d’en 

apprendre davantage sur le rôle de l’AMPK dans les mécanismes de sécrétion 

d’insuline induite par le glucose grâce à une approche qui n’utilise pas l’AICAR, peu 



 

 

 

39

spécifique, et ne fait pas appel aux techniques de biologie moléculaire, qui altèrent 

forcément le profil d’expression génique du modèle étudié. 

Une partie de la discussion revient sur notre première hypothèse en présentant 

les effets aigus des agents insulinosensibilisateurs sur la cellule β et la contribution de 

nos travaux à la compréhension des mécanismes de sécrétion d’insuline induite par le 

glucose. 

L’hypothèse de départ a été en partie infirmée lorsque nous nous sommes 

aperçus que les agents pharmacologiques utilisés ne favorisaient pas la β-oxydation. 

Toutefois, à la lumière des premiers résultats, principalement l’important effet 

inhibiteur de la pioglitazone sur la sécrétion d’insuline induite par le glucose, une 

nouvelle hypothèse a été formulée de façon à tenir compte du potentiel intérêt 

clinique du projet. Cette nouvelle hypothèse s’énonce ainsi : la pioglitazone a des 

effets aigus, non génomiques et indépendants de PPARγ sur la cellule β 

pancréatique qui sont impliqués dans les bienfaits du médicament, 

indépendamment des changements de sensibilité à l’insuline. Ces effets incluent 

une décélération du métabolisme, associée à une inhibition de la sécrétion d’insuline 

induite par le glucose, et sont communs aux agents insulinosensibilisateurs utilisés 

pour traiter le DT2. Les deux articles joints à la thèse ont été écrits en fonction de 

cette seconde hypothèse. Ainsi, la discussion de la présente thèse traite 

principalement de la contribution de nos travaux à la compréhension des mécanismes 

par lesquels la pioglitazone et la metformine sont efficaces pour traiter le DT2. 

L’ensemble de nos observations présente un nouveau mode d’action pour des agents 

antidiabétiques  qui pourrait être exploité dans une perspective thérapeutique. 

 4.2.  Objectifs : 

Deux objectifs accompagnaient la première hypothèse mentionnée à la section 

précédente : 1) confirmer par une approche pharmacologique qu’une augmentation de 

la β-oxydation entraîne une diminution de la sécrétion d’insuline induite par le 

glucose, en accord avec le modèle du malonyl-CoA/ acyls-CoA à longue chaîne et 2) 

déterminer le rôle de l’AMPK dans la régulation de la sécrétion d’insuline induite par 

le glucose. Ces buts n’ont pas été atteints, pour différentes raisons qui sont discutées 

au chapitre 8. 
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Suite à la réorientation du projet de thèse (voir seconde hypothèse dans la 

section précédente), notre objectif principal est devenu celui d’identifier le 

mécanisme par lequel la pioglitazone agit sur la cellule β pour la protéger dans un 

contexte de stress métabolique, comme celui retrouvé dans l’état prédiabétique ou 

chez les individus atteints de DT2. Deux buts spécifiques ont alors été proposés et 

atteints : 1) caractériser les effets aigus et non génomiques de la pioglitazone sur le 

métabolisme et la fonction des cellules β in vitro et in vivo, indépendamment de son 

effet sur la résistance à l’insuline et 2) déterminer si la metformine, le seul autre 

médicament insulinosensibilisateur qui n’est pas un thiazolidinedione, a les mêmes 

effets que la pioglitazone sur la cellule β. 



Résultats 

5. Premier article 

 5.1.  Présentation du premier article 

Le premier article inséré dans cette thèse a été publié en 2009 dans la revue 

Endocrinology (Lamontagne et coll. 2009). Neuf auteurs ont été impliqués dans sa 

préparation. J’ai réalisé la majorité des expériences et contribué à l’écriture de 

l’article. Émilie Pepin a réalisé les expériences utilisant le composé C (figure 3) et a 

révisé l’article. Marie-Line Peyot, Erik Joly, Neil B. Ruderman et Vincent Poitout ont 

révisé l’article. S.R. Murthy Madiraju, Christopher J. Nolan et Marc Prentki ont 

contribué à l’écriture de l’article. Nous y présentons les effets aigus de la pioglitazone 

sur le métabolisme et la fonction des cellules β in vitro et ex vivo. Deux modèles 

expérimentaux ont été utilisés : les cellules INS 832/13 sécrétrices d’insuline, 

dérivées d’un insulinome de rat, et des îlots pancréatiques isolés de rats Wistar. Pour 

étudier les effets de la pioglitazone qui sont non génomiques et indépendants de 

l’activation de PPARγ, nous avons limité la durée de nos traitements à 90 min. 

Nous avons observé pour les deux modèles expérimentaux que des doses de 

pioglitazone de 10 à 50 μmol/L inhibent la sécrétion d’insuline induite par le glucose, 

mais seulement à des concentrations sous maximales de glucose. Le traitement 

n’affecte ni la libération basale (non stimulée) d’insuline, ni la sécrétion d’insuline 

maximale induite par des concentrations élevées de glucose, ni même l’amplification 

par le palmitate de la sécrétion d’insuline. En fait, la pioglitazone provoque un 

déplacement vers la droite de la courbe de sécrétion d’insuline induite par différentes 

concentrations de glucose, ou en d’autres termes, elle diminue la sensibilité des 

cellules β au glucose pour la sécrétion d’insuline. Le traitement n’affecte pas la 

sécrétion d’insuline induite par le KCl, indiquant que le défaut de sécrétion 

n’implique pas les processus d’exocytose. Dans ce contexte expérimental, l’AMPK 

est activée dans les cellules INS 832/13. De plus, le traitement de ces cellules avec 

d’autres composés pharmacologiques qui activent l’AMPK (metformine et berbérine) 

provoque le même type d’inhibition que celui observé avec la pioglitazone et 

l’inhibition de l’AMPK par le composé C rétablit la sécrétion d’insuline induite par le 
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glucose. Toujours en utilisant les cellules INS 832/13, nous avons mesuré différents 

paramètres du métabolisme du glucose et des lipides et noté que le traitement à la 

pioglitazone diminue l’oxydation du glucose en CO2, diminue le potentiel de 

membrane mitochondrial et diminue le contenu en ATP des cellules. Un traitement 

avec 50 μmol/L de pioglitazone diminue également l’incorporation de palmitate aux 

diacylglycérols et aux phospholipides et inhibe radicalement la libération de glycérol, 

considérée comme une mesure de l’activité lipolytique. Le patron d’inhibition de 

l’oxydation du glucose, du contenu en ATP des cellules et de l’estérification des 

acides gras par la pioglitazone est similaire à celui observé pour la sécrétion 

d’insuline (inhibition à concentrations intermédiaires de glucose seulement). Nous 

avons appelé ce phénomène « décélération métabolique ». 

Ces résultats nous ont amené à proposer que la décélération métabolique 

représente un mode d’action nouveau par lequel la pioglitazone, et possiblement la 

metformine, protège la cellule β et éventuellement d’autres types cellulaires contre les 

stress métaboliques. Ils nous ont aussi amené à suggérer que si ces composés sont si 

efficaces c’est peut-être parce qu’ils agissent à la fois sur la résistance à l’insuline et 

sur la cellule β, en diminuant l’hyperinsulinémie qui peut causer la résistance à 

l’insuline. 
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 5.2.  Premier article 

 

Pioglitazone acutely reduces insulin secretion and causes metabolic 

deceleration of the pancreatic β-cell at submaximal glucose 
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Precis: Pioglitazone causes a right shift in β-cell metabolic activation by glucose 

which results in reduced glucose-induced insulin secretion at intermediate range 

glucose concentrations: implications for β-cell preservation in type 2 diabetes. 
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ABSTRACT 

 

Thiazolidinediones (TZD) have beneficial effects on glucose homeostasis via 

enhancement of insulin sensitivity and preservation of β-cell function. How TZD 

preserve β-cells is uncertain but it might involve direct effects via both peroxisome 

proliferator-activated receptor γ dependent and independent pathways. To gain insight 

into the independent pathway(s), we assessed the effects of short-term (≤90 min) 

exposure to pioglitazone (Pio) (10 to 50 µM) on glucose-induced insulin secretion 

(GIIS), AMPK activation, and β-cell metabolism in INS 832/13 β-cells and rat islets. 

Pio caused a right shift in the dose-dependence of GIIS, such that insulin release was 

reduced at intermediate glucose but unaffected at either basal or maximal glucose 

concentrations. This was associated in INS 832/13 cells with alterations in energy 

metabolism, characterized by reduced glucose oxidation, mitochondrial membrane 

polarization and ATP levels. Pio caused AMPK phosphorylation and its action on 

GIIS was reversed by the AMPK inhibitor Compound C. Pio also reduced palmitate 

esterification into complex lipids and inhibited lipolysis. As for insulin secretion, the 

alterations in β-cell metabolic processes were mostly alleviated at elevated glucose. 

Similarly, the antidiabetic agents and AMPK activators metformin and berberine 

caused a right shift in the dose dependence of GIIS. In conclusion, Pio acutely 

reduces glucose oxidation, energy metabolism and glycerolipid/fatty acid cycling of 

the β-cell at intermediate glucose concentrations. We suggest that AMPK activation 

and the metabolic "deceleration" of the β-cell caused by Pio contribute to its known 

effects to reduce hyperinsulinemia and preserve β-cell function, and to act as an 

antidiabetic agent. 

 

Abbreviations: 

ACC: acetyl-CoA carboxylase 

AMPK: AMP-activated protein kinase 

DAG: diacylglycerol 

FFA: free fatty acid 

FCCP: carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone 
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GIIS: glucose-induced insulin secretion 

GL: glycerolipid 

GPAT: glycerol-3-phosphate acyltransferase 

LC-CoA: long-chain acyl-CoA 

Pio: pioglitazone 

PL: phospholipid 

PPARγ: peroxisome proliferator-activated receptor γ 

T2D: type 2 diabetes 

TG: triacylglycerol 

TZD: thiazolidinedione 

 

INTRODUCTION 

 

Type 2 diabetes (T2D) occurs when pancreatic β-cell compensation for insulin 

resistance fails (1, 2). Thiazolidinediones (TZDs), which are agonists of the nuclear 

peroxisome proliferator-activated receptor γ (PPARγ) (3), improve insulin resistance 

in T2D, at least in part through activation of PPARγ in adipose tissue (4). PPARγ 

activation stimulates the expansion of subcutaneous fat mass and diverts circulating 

lipids to be stored in adipocytes, away from skeletal muscles and hepatocytes (5), 

where their accumulation is generally associated with insulin resistance (6). 

In addition to their insulin sensitizing effect, TZDs also preserve β-cell mass 

and function (reviewed in (7)). Many in vivo studies have described the protective 

effect of TZDs on β-cell function and/or the preservation of islet architecture in 

genetic or diet-induced rodent models of T2D (8-12). Ex vivo studies provide 

evidence that TZDs improve the insulin secretory capacity of rat (9, 13) and human 

(14) islets, and protect them from lipotoxicity and apoptosis. The ADOPT study 

showed evidence that TZDs are able to sustain glucose control in early T2D better 

than metformin or sulfonylureas, possibly due to β-cell preservation (15). TZDs may 

also lead to an increase in circulating adipokines, due to increased fat mass, and 

reduce glucolipotoxicity (10) and inflammation (16), and all these effects can be 
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collectively beneficial to β-cells. Direct TZD activation of PPARγ expressed in β-

cells (17, 18) is also likely, although its role in β-cell function is unclear. 

TZDs may mediate their cellular effects via targets other than PPARγ (19) of 

which the more documented is the rapid activation of AMP-activated protein kinase 

(AMPK) in various cell types both in vivo and in vitro (20-22), including β-cell (23). 

AMPK is a key regulator of energy metabolism with several downstream targets and 

its activity is influenced by changes in the AMP/ATP ratio. Fryer et al. have shown 

that in muscle cells AMPK activation by rosiglitazone involves a rapid increase in the 

AMP/ATP ratio (21), probably due to the TZDs’ inhibitory effect on respiratory 

chain complex I (24). It is possible that in the β-cell, TZDs might also modulate 

energy metabolism and function through AMPK. An important target of AMPK is 

acetyl-CoA carboxylase (ACC), which in the β-cell is involved in lipid partitioning 

and amplification arms of glucose-induced insulin secretion (GIIS) pathways (25). 

Here we postulated that direct TZD-mediated protection of the β-cell may in 

part involve acute PPARγ-independent effects via AMPK and energy metabolism. 

We examined this hypothesis in INS 832/13 β-cells and isolated rat islets. The results 

show that the TZD pioglitazone (Pio) has an acute and profound impact on β-cell 

energy metabolism, reducing glucose oxidation, mitochondrial membrane potential 

and ATP production primarily at intermediate glucose concentrations. Furthermore, 

Pio markedly inhibits β-cell glycerolipid/free fatty acid (GL/FFA) cycling. These 

direct non-PPARγ mediated metabolic effects of Pio are associated with a lowering of 

β-cell glucose sensitivity for insulin secretion and are dependent on AMPK activity. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Materials 

Cell culture supplies were from Corning (Corning, NY) and Fisherbrand 

(Nepean, ON, Canada). Pioglitazone-HCl (Toronto Research Chemicals, North York, 

ON, Canada) was dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma, St. Louis, MO), 

berberine-HCl (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) and metformin (1,1-

dimethylbiguanide-HCl; Sigma) were dissolved in water. Compound C 
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(InSolutionTM) was from Calbiochem (Darmstadt, Germany). D-[U-14C]glucose was 

from GE Healthcare (Baie d’Urfé, QC, Canada), [1-14C]palmitate from PerkinElmer 

Life Sciences (Downers Grove, IL), and palmitate sodium salt from Nu-Check Prep 

(Elysian, MN). Bicinchoninic acid protein assay from Pierce (Rockford, IL) was 

used. Stock unlabelled palmitate was prepared at 4 mM in 5% defatted BSA (Sigma) 

as described elsewhere (26). Defatted BSA was used in all experiments. 

Cell culture 

INS 832/13 cells (27) (passages 55 to 65) were cultured at 37°C in a 

humidified atmosphere containing 5% CO2 in RPMI 1640 with sodium bicarbonate 

(Wisent, St-Bruno, QC, Canada), supplemented with 10% vol/vol fetal calf serum 

(Wisent), 10 mM HEPES, pH 7.4, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate and 50 

µM β-mercaptoethanol (complete RPMI). Cells were grown to 80% confluence. 

Except when using metformin, media were changed to RPMI 1640 containing 3 mM 

glucose supplemented as the complete RPMI 24 h prior to the experiments. In 

experiments using metformin, media were changed 2 h prior to the experiments to 

RPMI 3 mM glucose containing metformin. Experiments were conducted in Krebs-

Ringer bicarbonate buffer containing 10 mM HEPES, pH 7.4 (KRBH). 

Islet isolation 

All procedures were approved by the Institutional Committee for the 

Protection of Animals at the CRCHUM. Wistar rats from Charles River (St-Constant, 

QC, Canada) were anaesthetized with Somnotol® (MTC Pharmaceuticals, Hamilton, 

ON, Canada) and sacrificed by exsanguination. Pancreatic islets were isolated by 

collagenase (type XI from Sigma) digestion of total pancreas (28), followed by 

centrifugation (1040 x g) on a Histopaque 1119, 1077 (Sigma) gradient. Isolated 

islets were handpicked and cultured overnight in a Petri dish at 37°C in a humidified 

atmosphere containing 5% CO2 in RPMI 1640 with sodium bicarbonate, 

supplemented with 10% fetal calf serum, 10 mM HEPES pH 7.4, 2 mM L-glutamine, 

1 mM sodium pyruvate, 100 U/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin. 

Insulin secretion measurement 

INS 832/13 cells were washed in KRBH containing 1 mM glucose and 0.5% 

BSA (KRBH 1G/0.5%BSA) and pre-incubated for 45 min in KRBH 1G/0.5%BSA in 

presence of pharmacological agents or vehicle. When utilized, compound C was 
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added first in pre-incubation media and pioglitazone added 20 min later. Insulin 

secretion from INS 832/13 cells was measured during 45-min static incubations in 

KRBH containing various glucose concentrations, 0.5% BSA and pharmacological 

agents or vehicle, with or without 35 mM KCl or 0.2-0.3 mM palmitate, as specified. 

For islet insulin secretion, batches of 10 islets were washed in KRBH containing 3 

mM glucose and 0.5% BSA (KRBH 3G/0.5%BSA), and pre-incubated for 45 min in 

KRBH 3G/0.5%BSA containing pioglitazone or DMSO. Islets were then incubated 

for 45 min in KRBH containing various glucose concentrations or 3 mM glucose plus 

35 mM KCl, 0.5% BSA and pioglitazone or DMSO. At the end of the incubation, 

media were collected and insulin extracted from cells or islets in acid-ethanol (1.5% 

vol/vol HCl, 75% vol/vol ethanol). Total insulin contents and media insulin 

concentrations were determined by radioimmunoassay using human insulin standards 

(Linco Research, St. Charles, MO). 

Glucose oxidation  

INS 832/13 cells were washed in KRBH 1G/0.5%BSA and pre-incubated for 

45 min in KRBH 1G/0.5%BSA plus pioglitazone or DMSO. Pre-incubation media 

were changed to KRBH containing various glucose concentrations, 0.07% BSA, 

pioglitazone or DMSO, and D-[U-14C]glucose at 0.10, 0.15 or 0.20 µCi/mL (for 1, 6 

and 10 mM glucose media respectively) and [14C]CO2 liberation was measured as 

previously described (29) after a 45-min incubation. 

Mitochondrial membrane potential 

INS 832/13 cells were washed in KRBH 1G/0.5%BSA, and pre-incubated for 

45 min in KRBH 1G/0.5%BSA to which 10 µg/ml rhodamine 123 (Invitrogen) was 

added for the last 20 min. Then cells were washed and incubated for 25 min in KRBH 

1G/0.5%BSA followed by a further wash and incubation for 10 min in KRBH 

containing 6 mM glucose and 0.5% BSA. At the end of this 10 min incubation 

baseline fluorescence (excitation: 485 nm/ emission: 530 nm) was measured on a 

FLUOstar microplate reader (BMG labtech, Offenburg, Germany). Pioglitazone, 5 

µM FCCP (Sigma) or DMSO were added, or medium was changed for KRBH 1G 

containing DMSO, and fluorescence was measured 10 min later. 

Cellular ATP content 
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INS 832/13 cells were washed and pre-incubated for 45 min in KRBH 

1G/0.5%BSA. ATP content of INS 832/13 cells was measured using ATPlite kit 

(PerkinElmer, Boston, MA) after 10 min incubation in fresh KRBH containing 

varying concentrations of glucose, 0.5% BSA and pioglitazone, 2 µM oligomycin 

(Sigma) or DMSO. 

Palmitate oxidation and esterification 

INS 832/13 cells, grown in 25-cm2 flasks, were washed in KRBH 

1G/0.5%BSA and pre-incubated for 45 min in KRBH 1G/0.5%BSA plus pioglitazone 

or DMSO. Cells were then incubated for 45 min in fresh KRBH containing various 

glucose concentrations, 0.5% BSA, 0.2 mM unlabeled palmitate, 0.1 µCi/mL [1-
14C]palmitate, 1 mM carnitine (oxidation only) and pioglitazone or DMSO. Oxidation 

and esterification measurements were performed as described elsewhere (26). Briefly, 

for oxidation, the incubation was in sealed flasks containing a glass fiber filter soaked 

in 5% KOH. At the end of the incubation, perchloric acid (40% vol/vol) was injected 

into each flasks. After overnight isotopic equilibration, filters (containing trapped 

CO2) were removed and aliquots of the acidified media containing acid soluble β-

oxidation products (ASP) were collected for liquid scintillation counting. For 

palmitate esterification: following incubation, cells were washed and scraped in cold 

PBS, centrifuged and resuspended in 3 mL Folch reagent (30). Total lipids were 

extracted and non-polar lipids separated by thin layer chromatography. Incorporation 

of labeled palmitate into specific lipid species was quantified after scraping by liquid 

scintillation counting.  

Lipolysis determination 

INS 832/13 cells were washed in KRBH 1G/0.5%BSA and pre-incubated for 

45 min in KRBH 1G/0.5%BSA. Pioglitazone or DMSO were omitted from the pre-

incubation media to avoid pioglitazone exposure in excess of 90 min. INS 832/13 

cells were then incubated for 90 min in fresh KRBH containing various glucose 

concentrations, 0.5% BSA in the presence of pioglitazone or DMSO with or without 

0.2 mM palmitate. Glycerol release, an index of lipolysis, was determined by a 

coupled enzymatic assay (31). 
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Immunoblot analysis 

INS 832/13 cells were washed and pre-incubated for 45 min in KRBH 

1G/0.5%BSA. Cells were then incubated for 20 min in KRBH containing various 

glucose concentrations, 0.5% BSA and pioglitazone or DMSO. Alternatively, for 

experiments using compound C, cells were collected at the end of the incubation. 

Cells were washed with cold PBS and lysed using a lysis buffer containing 20 mM 

Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% vol/vol Triton X-

100, 0.1% SDS, protease inhibitors, 1 mM Na3VO4 and 2.5 mM Na4P2O7. Lysates 

were sonicated, aliquots were taken for protein assay and samples were stored at -

80°C. Proteins from total cell extracts (20 µg protein) were separated on 8% SDS-

PAGE and transferred to nitrocellulose membranes (Scheicher & Schuell, Dassel, 

Germany) for Western blotting. Blotted proteins were probed using antibodies rabbit 

phospho-AMPKα (Thr172) mAb (cat. #2535), AMPKα and ACC (Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA) and rabbit phospho-ACC (Ser79) (Upstate, Temecula, 

CA) according to suppliers’ protocols. Horseradish peroxidase-conjugated goat anti-

rabbit IgG (Bio-Rad, Hercules, CA) was used as second antibody with SuperSignal 

West Pico chemiluminescence (Pierce) for detection. 

Statistical analysis 

Values are expressed as means ± SEM. Statistical analysis was performed 

using one-way ANOVA with Dunnett’s post-test or two-way ANOVA with 

Bonferroni’s post-test for multiple comparisons using Prism v5.01 and InStat v3.06 

(GraphPad Software, San Diego, CA). 

 

RESULTS 

 

Pioglitazone lowers the sensitivity of β-cells to glucose for insulin secretion 

Acute exposure of β-cells to TZDs has been shown to reduce GIIS in vitro and 

this was attributed to activation of AMPK (23, 32, 33). In the present study, we 

confirmed these findings and noticed that a 90-min exposure to Pio, dose-dependently 

(10-50 µM) inhibited GIIS in INS 832/13 cells in presence of 6-10 mM glucose (Fig. 

1A). Interestingly, and one of the key aspects of our study, Pio treatment caused a 
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right-shift in the glucose dose-response curve for insulin secretion, and at 10 or 25 

µM Pio there was no change in the maximal GIIS at 10 mM glucose.  Thus, for the 25 

µM Pio dose, insulin secretion was inhibited by 70-90% at 5-6 mM glucose, with 

almost total recovery of insulin release at 10 mM glucose. Recovery of almost full 

GIIS in INS 832/13 cells at 50 µM Pio required a higher concentration of the sugar 

and was apparent at 16 mM glucose (0.45 +/- 0.06 and 0.36 +/- 0.06 µg insulin/ mg 

prot/ 45 min for 16 mM glucose without or with 50 µM Pio, respectively (n = 9; not 

significantly different). 

Pio had no effect on insulin release at low (non-stimulating) glucose 

concentrations, and did not affect high potassium-induced insulin release (Fig. 1B). 

Pio was also without effect on palmitate amplification of insulin secretion at 6 (Fig. 

1C) or 10 mM glucose (data not shown).  

Similar to the results obtained with INS 832/13 cells, Pio reduced significantly 

insulin secretion in isolated rat islets (Fig. 1D) at intermediate (8 mM) glucose only. 

Pio again had no effect on KCl (35 mM) induced insulin release at 3 mM glucose 

(data not shown). Total INS 832/13 cell and islet insulin contents were unaltered by 

Pio over the course of the experiments (data not shown). Thus, Pio specifically 

reduced β-cell glucose sensitivity for insulin secretion. 

Inasmuch as high concentrations of Pio used in these experiments (50 µM) did 

not affect cellular insulin content or basal-, palmitate-, KCl- and high glucose-

induced insulin secretion, and did not affect fat oxidation and the incorporation of 

palmitate into diacylglycerol and triacylglycerol (see below), it is unlikely that this 

drug exerts non-specific toxicity to β-cells. 

Pioglitazone reduces metabolic activation by glucose in INS 832/13 cells 

Glucose metabolism is necessary for the triggering and amplification arms of 

GIIS (34). Pio dose-dependently inhibited glucose oxidation in INS 832/13 cells, 

(Fig. 2A) which was most marked at 6 mM glucose (20% and 35% in the presence of 

25 and 50 µM Pio, respectively). As seen for insulin secretion, the Pio inhibitory 

effect on glucose oxidation was partially alleviated at 10 mM glucose. 

The reduction in glucose oxidation by Pio suggested that mitochondrial 

oxidative metabolism may be altered. In order to examine this possibility, we 
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measured mitochondrial membrane potential (Ψm) at 6 mM glucose using rhodamine 

123 in INS 832/13 cells. As expected, there was a decrease in the fluorescence of the 

dye in cells exposed to 6 mM glucose, when compared to 1 mM glucose (Fig. 2B), 

indicating hyper-polarization of the mitochondrial membrane. Pio dose-dependently 

inhibited this glucose-induced membrane polarization. In presence of 50 µM Pio, 

glucose-induced membrane polarization was significantly dissipated to the level 

observed at 1 mM glucose. Pio dose-dependently reduced the glucose-induced rise in 

ATP content (Fig. 2C). As for the other measured parameters, the effect of Pio was 

more prominent at intermediate (6 mM) than high (10 mM) glucose, with complete 

recovery for the 25 µM Pio conditions. 

Pioglitazone effect on insulin secretion is antagonized by the AMPK inhibitor 

compound C 

Previous studies showed that TZDs inhibit glucose metabolism in muscle 

(35, 36) and activate AMPK (21). Thus, rosiglitazone rapidly increases the 

AMP/ATP ratio in H-2Kb muscle cells, leading to the activation of AMPK (21). A 

20-min exposure of INS 832/13 cells to Pio increased AMPK phosphorylation (Fig. 

3A) and activated this enzyme as evidenced by the phosphorylation of its downstream 

target acetyl-CoA carboxylase (ACC) (Fig. 3A). Thus, Pio reversed the effect of 

increasing glucose concentrations (from 1 to 10 mM) to reduce the ACC 

phosphorylation state.  

To assess whether the effects of Pio on insulin secretion is mediated via 

AMPK we used the AMPK inhibitor compound C. Low concentrations (5 and 10 

µM) of compound C restored GIIS inhibited by 50 µM Pio. In the presence of 10 mM 

glucose, this restoration was complete (Fig. 3B, upper panel). Compound C alone 

amplified GIIS in INS 832/13 cells. This finding is in part anticipated since activation 

and inhibition of AMPK in the β-cell are thought to be associated with inhibition and 

stimulation of insulin secretion, respectively (37). As shown in representative 

immunoblots, treatment with compound C reduced the phosphorylation status of both 

AMPK and ACC (Fig. 3B, lower panel). 
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Pioglitazone action on GIIS is mimicked by the AMPK activators metformin and 

berberine 

To determine if other antidiabetic agents known to activate AMPK (38, 39) 

have similar effects as Pio on GIIS INS 832/13 cells were acutely exposed to 

berberine or metformin. Similarly to Pio, both compounds inhibited GIIS particularly 

at submaximal glucose concentrations, without affecting basal or KCl-induced insulin 

release (Fig. 3C,D). 

Pioglitazone inhibits fatty acid esterification into complex lipids and lipolysis 

AMPK affects lipid partitioning (40). Thus, ACC phosphorylation at Ser79 by 

AMPK reduces malonyl-CoA (41), an allosteric inhibitor of carnitine-

palmitoyltransferase-1 (CPT-1), which regulates the rate-limiting long-chain fatty 

acyl-CoAs (LC-CoA) entry into mitochondria for β-oxidation. Moreover, AMPK also 

inhibits glycerol-3-phosphate acyltransferase (GPAT) (42), responsible for the first 

committed step of glycerolipid (GL) biosynthesis. Therefore, it might be anticipated 

that activation of AMPK in INS 832/13 cells would favor fatty acid oxidation at the 

expense of their incorporation into complex lipids. 

At intermediate glucose (6 mM), Pio reduced palmitate incorporation into 

diacylglycerol (DAG), triacylglycerol (TG) and phospholipids (PL) in INS cells (Fig. 

4). However, at 10 mM glucose the inhibitory effect of Pio on palmitate incorporation 

into complex lipid species was almost totally relieved. The predicted enhancement of 

palmitate oxidation in the presence of Pio was not noticed (Fig. 4D). In fact, there 

was a small decrease in palmitate oxidation at low glucose by 50 µM Pio. As 

anticipated, increasing glucose concentration (from 1 to 10 mM) did lower palmitate 

oxidation (Fig. 4D).  

Results from our and other laboratories suggest that GL/FFA cycling, in 

which there is coupling of FFA esterification and lipolysis processes, plays an 

important role in GIIS (43, 44). In addition, both hormone sensitive lipase and 

adipose triglyceride lipase appear to be regulated by AMPK (45, 46). Whether 

reduced net incorporation of palmitate into GL in the presence of Pio was 

accompanied by altered lipolysis was examined. As observed earlier (31, 47-49), in 

the absence of Pio, there was an increase in the release of glycerol at elevated glucose 
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in INS 832/13 cells (Fig. 5A). Pio inhibited glucose-induced glycerol release in a 

dose-dependent manner (Fig. 5A).  

Exogenous FFA enhance both lipolysis and insulin secretion in pioglitazone-treated 

β-cells 

Lipolysis and insulin secretion were measured from control and Pio-treated 

INS 832/13 β-cells in the presence and absence of 0.2 mM palmitate. In control cells, 

incubation in the presence of palmitate was associated with marked increases in both 

glycerol release and GIIS (Fig. 5A,B). Glycerol release from Pio treated cells was 

also substantially higher in the presence of palmitate at 6 and 10 mM glucose for the 

10 μM Pio and at 10 mM glucose for the 50 μM Pio (Fig. 5A). These palmitate-

induced increases in glycerol release also paralleled increases in insulin secretion in 

Pio-treated cells with complete recovery of secretion at 10 μM Pio and partial 

recovery at 50 μM Pio (Fig. 5B). Of note, there was a remarkably strong correlation 

between glycerol release and insulin secretion when combining all the data of this 

experiment (Fig. 5C). 

Because Pio inhibits both net fatty acid esterification and glycerol release, an 

index of lipolysis, we conclude that Pio acutely impairs both the esterification and 

lipolysis arms of GL/FFA cycling in the β-cell. At low to moderate concentrations, 

the inhibitory effect of Pio on GL/FFA cycling is partially recovered at high glucose. 

Provision of exogenous FFA to Pio treated cells also promotes some recovery of 

GL/FFA cycling and GIIS. 

 

DISCUSSION 

 

The results indicate that Pio reduces GIIS in the β-cell at intermediate glucose 

concentrations by shifting the dose dependence curve of glucose responsiveness to 

the right. Thus, Pio at the lower 10 and 25 µM doses had no influence on insulin 

secretion at the maximal stimulatory glucose concentration of 10 mM in INS 832/13 

cells. In this β-cell line, 16 mM glucose could overcome the inhibitory effect of 50 

µM Pio on GIIS. In isolated rat islets, Pio (both 25 and 50 µM) reduced GIIS by ≈ 

60% at 8 mM glucose but did not affect secretion at 22 mM glucose. It is interesting 
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to note that a similar right-shift in GIIS with increasing glucose infusion rates was 

reported in a 12-week rosiglitazone clinical trial in insulin resistant non-diabetic 

subjects (50). 

What are the mechanism(s) involved in Pio action to acutely reduce GIIS only at 

intermediate concentrations of the sugar? 

We will first consider Pio actions on energy metabolism and mitochondrial 

function. Pio decreased the ATP content of INS 832/13 cells, likely due to the partial 

dissipation of the mitochondrial membrane potential (ΔΨm). This effect of the drug 

on ATP content and ΔΨm was noticed within 10 min of incubation, thus ruling-out 

the involvement of the transcription factor PPARγ. It is possible that reduced ATP 

levels could have resulted from the known inhibitory effect of TZDs on complex I of 

the respiratory chain (51). Another TZD, troglitazone, was also found to dissipate the 

mitochondrial potential and to activate AMPK within 10 min in muscle cells (24). 

Interestingly, berberine and metformin, which also inhibit complex I and activate 

AMPK (24, 38, 52), caused a right-shift in the glucose dose-response curve of insulin 

secretion in INS 832/13 cells, similar to that seen with Pio. 

Earlier attempts (53, 54) to delineate the role of AMPK in the acute regulation 

of GIIS have led to contradictory observations. The present study performed under 

acute conditions is in accordance with the view that AMPK activation reduces GIIS, 

whereas its inhibition promotes insulin release (37). Thus pharmacological inhibition 

of AMPK using compound C led to elevated insulin secretion whereas activation of 

AMPK by three unrelated compounds, metformin, pioglitazone and berberine, was 

able to lower the sensitivity of INS 832/13 cells to glucose for insulin secretion. It is 

interesting to note that there is residual and significant AMPK phosphorylation at 10 

mM glucose in INS 832/13 cells, which also reflects in the phosphorylation status of 

ACC (see Fig 3B). This residual activity of AMPK likely keeps insulin secretion 

under ‘check’ even at 10 mM glucose, as the addition of low amounts of the chemical 

inhibitor of AMPK, compound C, led to a steep increase in insulin secretion. 

Similarly, lowering glucose concentration to less than 6 mM, with a decrease in 

insulin secretion, does not fully activate AMPK (see Fig. 3A) as addition of Pio 

further increases AMPK phosphorylation and decreases insulin secretion. The other 
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AMPK activators used, metformin and berberine, yielded essentially similar insulin 

secretion results. 

Pio may also inhibit pyruvate dehydrogenase (PDH), as a similar compound, 

troglitazone has been reported to acutely inhibit PDH activity in L6 myotubes (36) in 

an AMPK-independent manner. Inhibition of PDH by Pio could explain the reduced 

CO2 production from glucose (at 6 mM) in INS 832/13 cells. Finally, glucokinase 

itself could be implicated in Pio action. AMPK has been shown to block the 

translocation of glucokinase from nucleus to cytosol in hepatocytes and to inhibit 

glucose metabolism (55). Considering a similar situation in β-cells, the reduction in 

glucose metabolism could be due in part to Pio-activated AMPK (either directly or 

indirectly via mitochondrial metabolism inhibition), reducing flux through 

glucokinase, glucose oxidation, ATP levels and GIIS. 

To explain the mild effect of Pio at high glucose on both β-cell metabolism 

and GIIS, we propose that at elevated concentration of the sugar the mitochondrial 

and AMPK effects of the drug listed above are dampened and overridden due to the 

"push" of elevated substrate on metabolic pathways, with gradual re-establishment of 

energy metabolism and GIIS. An increase in ATP/ADP ratio acts as a coupling factor 

between glucose metabolism and insulin secretion, via the closure of K+
ATP channels 

(34). Thus, the right-shift in the glucose dose-response curve observed with Pio can 

be explained at least in part by a reduction in the glucose-induced increase in cellular 

ATP. 

Besides an action on energy metabolism, the data are compatible with a role 

of altered lipid metabolism and signaling in Pio action to reduce GIIS. AMPK 

activation promotes energy-producing catabolic pathways (e.g. β-oxidation) and 

inhibits energy-consuming anabolic pathways (e.g. complex lipid synthesis) (56). 

Acute treatment of isolated muscles with troglitazone was shown to stimulate fatty 

acid oxidation via activation of AMPK (22). However, in the present study, Pio did 

not enhance fat oxidation in INS 832/13 cells. It is perplexing that in spite of ACC 

phosphorylation (which decreases its activity) and anticipated reduced malonyl-CoA 

levels, acute Pio treatment did not accelerate palmitate oxidation. It is possible that in 

the β-cell, decreased glucose metabolism induced by Pio and AMPK activation, 
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might have resulted in reduced availability of anaplerotic sparkers for Krebs cycle 

activity, thereby alleviating any AMPK-mediated stimulation of β-oxidation. Thus, 

optimal operation of the Krebs cycle requires the continuous supply of glucose-

derived cycle intermediates via anaplerosis. 

We have proposed that GL/FFA cycling plays a role in the lipid amplification 

of GIIS (43, 44, 57). Some of the intermediates of this pathway, particularly DAG 

and fatty acyl-CoA, are thought to stimulate insulin granule exocytosis (58). The 

extent of GL/FFA cycling can be indirectly assessed by measuring the dynamic pool 

of GL and lipolysis. Pio decreased palmitate incorporation in DAG, TG and PL at 

intermediate (6 mM) glucose. High glucose overcame this inhibition, as for glucose 

and energy metabolism, and GIIS. GPAT, which catalyzes the first step of GL 

biosynthesis, is negatively modulated by AMPK (42). Thus, Pio/AMPK mediated 

inhibition of GPAT may underlie the action of this TZD on β-cell lipid esterification 

processes. In addition, since lipid esterification processes require two ATP molecules 

per fatty-acyl moiety added on the glycerol backbone, the possibility exists that 

reduced GL synthesis by Pio results from reduced energy production. 

Whether Pio also affects the lipolysis segment of GL/FFA cycling was 

examined by measuring the release of glycerol, an end product of GL hydrolysis. 

Results showed that Pio markedly inhibited glycerol release in INS 832/13 cells, 

indicating that it affects GL/FFA cycling because it also inhibited fatty acid 

esterification. Interestingly, at the lower dose of 10 and 25 µM Pio for which GIIS 

was normalized at 10 mM glucose, there was evidence of partial recovery of lipolytic 

activity at this higher concentration of the sugar. Further recovery from Pio inhibition 

of both lipolysis and GIIS occurred with the addition of palmitate to the incubation 

medium. This was even observed with the highest Pio dose (50 μM) that, in the 

absence of palmitate, had completely and almost abolished lipolysis and GIIS, 

respectively. The very large effect of Pio to reduce lipolysis may be due to inhibition 

by AMPK of hormone-sensitive lipase (45) and/or ATGL (46) and lower ATP/ADP 

and ATP/AMP ratios, which would curtail the esterification arm of the energy-

dependent GL/FFA cycling. A significant correlation between glycerol release and 

GIIS, shown earlier by Winzell et al. (47), is strongly supported by our present results 



 

 

 

59

using Pio with and without palmitate. These data, while not proving cause and effect 

relationship, add substantial support to previous studies that have indicated an 

important role for GL/FFA cycling in GIIS (43, 44, 57). 

In conclusion and as illustrated in Fig 6, Pio acutely reduces GIIS only at 

intermediate concentrations of glucose, without affecting basal or maximal secretion 

induced by the sugar. Collectively, the data are compatible with the view that this 

action of the TZD is due to alterations in mitochondrial energy metabolism, ATP 

production and the K+
ATP/Ca2+ triggering pathway of insulin secretion and AMPK 

activity, as well as a reduced activity of the amplification arm of glucose signaling 

that implicates GL/FFA cycling and lipid metabolites such as DAG. 

A direct and PPARγ-independent protection of β-cells by pioglitazone? 

Pio concentrations used in this study are higher than the maximal blood 

concentrations (3 to 6 µM) reported in humans (59, 60). But they are not 

unreasonable because threshold effects on the various studied processes occurred at 

10-25 µM. Even after chronic administration in rats, Pio and its metabolites did not 

accumulate in plasma and white adipose tissue (61). However, the intracellular 

distribution of the compound in vivo could be higher than the reported blood values. 

The acute effects of Pio on fuel metabolism and GIIS might be beneficial for 

β-cell function and glucose homeostasis. Pio-mediated reduction of GIIS might 

prevent hyperinsulinemia, a possible cause for the development of both insulin 

resistance and T2D (1, 62, 63). Although it sounds in part counterintuitive to decrease 

insulin secretion in hyperinsulinemic pre-diabetics or in patients with T2D, one must 

consider that both GIIS in the presence of elevated glucose and fatty acid 

amplification of GIIS are not affected by Pio. Fatty acid amplification is likely an 

important characteristic of β-cell hyper-secretion during insulin resistance (1). Thus, 

a right shift in the glucose response curve of insulin secretion likely ensures that the 

elevated blood FFA will not lead to excess insulin secretion at low and intermediate 

glucose concentrations, thereby protecting the β-cell from exhaustion. Thus, the 

potential harmful effect (endoplasmic reticulum and oxidative stresses) of over-

stimulating the β-cell in the pathogenesis of T2D (63) and beneficial effect of pausing 

insulin secretion (64) begin to be recognized. The possibility that TZD might work in 
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part through the prevention of β-cell "burnout" in the face of a fuel surfeit (57) needs 

being considered. 

Therapeutic implications 

Finally, the results suggest that Pio, metformin and berberine share at least in 

part common mechanisms as antidiabetic agents since all appear to be AMPK 

activators, mild mitochondrial inhibitors, cause a right shift in the dose dependence of 

GIIS and have been shown to restore glycemic control (65). Thus, we would like to 

propose that mild mitochondrial inhibition is an attractive avenue of drug 

development to preserve mitochondria and the functional state of various tissues in 

the (pre)diabetic/metabolic syndrome glucolipotoxic environment. 
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FIGURE LEGENDS 

 

FIG. 1. Pioglitazone reduces β-cell glucose sensitivity for insulin secretion. A-C, 

Insulin secretion from INS 832/13 cells incubated in the presence of (A) the indicated 

glucose concentrations and 0 (open squares), 10 (open triangles), 25 (closed 

triangles) or 50 µM pioglitazone (Pio) (closed squares) or (B) 1 mM glucose with or 

without 35 mM KCl and 0 or 50 µM Pio or (C) 6 mM glucose (6G), the indicated Pio 

concentrations and 0 (open circles) or 0.3 mM palmitate (Pal) (closed circles). Means 

± SEM, n = 9 (9 different cell wells in 3 separate experiments). Two-way ANOVA 

post-hoc analyses: *, P < 0.05; **, P < 0.001 vs vehicle at same glucose 

concentration. D, Insulin secretion from groups of 10 rat islets treated as above. 

Means ± SEM, n = 11 (11 different islet incubations in 3 separate experiments). Two-

way ANOVA: Pio treatment effect P = 0.02; One-way ANOVA post-hoc analyses: *, 

P < 0.01 vs vehicle for both 25 and 50 µM Pio conditions. 

 

FIG. 2. Pioglitazone reduces glucose oxidation, the mitochondrial membrane 

potential and ATP content of INS 832/13 cells. A, Glucose oxidation measured after 

45 min using D-[U-14C]glucose. Means ± SEM, n = 9 (9 different cell wells in 3 

separate experiments), except 25 µM pioglitazone (Pio) where n = 6 (2 separate 

experiments). Two-way ANOVA post-hoc analyses: *, P < 0.001 vs vehicle at same 

glucose concentration. B, Changes in mitochondrial membrane potential (∆ψm) 

measured with rhodamine 123 after 10 min incubation. Data are expressed as changes 

in rhodamine 123 fluorescence versus changes measured in presence of 1 mM 

glucose plus DMSO. Means ± SEM, n = 18 (18 different cell wells in 3 separate 

experiments). One-way ANOVA post-hoc analyses: *, P < 0.05; **, P < 0.001 vs 

vehicle at 6 mM glucose. FCCP, carbonyl cyanide 4-

(trifluoromethoxy)phenylhydrazone 5 µM. C, Total ATP content measured after 10 

min incubation. Data are expressed as fold change over basal (1 mM glucose) control 

condition. Means ± SEM, n = 3 (3 experiments done with 6 replicates). Two-way 

ANOVA post-hoc analyses: *, P < 0.001 vs vehicle at same glucose concentration. 

Oligo, oligomycin 2 µM and Glc, glucose. 
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FIG. 3. Pioglitazone inhibitory effect on GIIS involves AMPK activation in INS 

832/13 cells. A, Representative immunoblots for pioglitazone (Pio)-induced AMPKα 

(Thr172) and ACC (Ser79) phosphorylation after 20 min incubation. B, Graph: 

Insulin secretion from INS 832/13 cells incubated in the presence of 10 mM glucose 

with (black bars) or without (white bars) 50 μM Pio and the indicated compound C 

(CC) concentrations. Means ± SEM, n = 16 (16 different cell wells in 5 separate 

experiments) except when compound C is used alone where n = 10 in 3 separate 

experiments. One-way ANOVA post-hoc analyses: *, P < 0.01; **, P < 0.001 vs 

vehicle. Immunoblots: AMPKα and ACC phosphorylation status in cells collected at 

the end of the incubations. C-D, Insulin secretion from INS 832/13 cells incubated in 

the presence of the indicated glucose concentrations and (C) 0 (open squares), 5 

(open triangles) or 10 µM berberine (BBR) (closed squares), or (D) 0 (open squares), 

1 (open triangles) or 5 mM metformin (Metf) (closed squares). Right to each graph: 

Insulin release induced by 1 mM glucose and 35 mM KCl with (black bars) or 

without (white bars) (C) 10 µM BBR or (D) 5 mM Metf. Means ± SEM, n = 9 (9 

different cell wells in 3 separate experiments). Two-way ANOVA post-hoc analyses: 

*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001 vs vehicle at same glucose concentration. 

Glc, glucose. 

 

FIG. 4. Pioglitazone reduces palmitate incorporation into complex lipids in INS 

832/13 cells and does not increase β-oxidation. A-C, [1-14C] palmitate incorporation 

into (A) diacylglycerols (DAG), (B) triacylglycerols (TG), and (C) phospholipids 

(PL) was determined after 45 min incubation. Data are expressed as fold change over 

basal (1 mM glucose) control condition. D, Total palmitate oxidation into CO2 plus 

acid soluble products calculated from the oxidation of [1-14C]palmitate after 45 min 

incubation. Means ± SEM, n = 9 (9 different cell wells in 3 separate experiments). 

Two-way ANOVA post-hoc analyses: *, P < 0.05; **, P < 0.01 vs vehicle at same 

glucose concentration. Pio, pioglitazone and Glc, glucose. 

 

FIG. 5. Effect of pioglitazone in the presence and absence of exogenous palmitate on 

glycerol release and glucose-induced insulin secretion in INS 832/13 cells. A, 

Glycerol release. B, Insulin secretion. C, Relationship of glycerol release and insulin 
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secretion. Glycerol release and insulin secretion measured in the same experiments. 

Pioglitazone (Pio) concentrations of 0 (squares), 10 μM (triangles) and 50 μM 

(circles) in the absence of palmitate (open symbols) and presence of 0.2 mM 

palmitate (Pal) (closed symbols). Means ± SEM, n = 9 (9 different cell wells in 3 

separate experiments). Pio effect: *, P < 0.05; **, P < 0.001 vs vehicle at same 

glucose and palmitate concentrations. Palmitate effect: #, P < 0.05; ##, P < 0.01 vs 

same glucose and Pio concentrations in the absence of palmitate. Glc, glucose. 

 

FIG. 6. Proposed mechanism for pioglitazone’s PPARγ-independent effects in the β-

cell. Pio reduces the mitochondrial membrane potential (ΔΨm), possibly via complex 

I inhibition in the electron transport chain (ETC), thereby reducing the rate of ATP 

synthesis. Consequent increase in AMP/ATP ratio may be the cause of the AMPK 

activation and increased ADP/ATP ratio restrains the closure of KATP channels and 

therefore the triggering Ca2+ pathway for GIIS. Reduced glucose oxidation could be 

the result of ETC inhibition coupled to reduced Krebs cycle activity, or a 

consequence of AMPK activation (via inhibition of glucokinase translocation to 

plasma membrane (55) or due to the inhibition of pyruvate dehydrogenase by 

pioglitazone (36)). Inhibition of glucose oxidation is associated with reduced 

pyruvate cycling and mitochondrial metabolism that generate mitochondria-derived 

signals such as NADPH and ROS, instrumental in the amplification pathways for 

GIIS (29). AMPK activation and possibly reduced ATP/ADP and ATP/AMP ratios 

inhibit FFA esterification, and AMPK activation inhibits lipolysis (45, 46). FFA 

incorporation into glycerolipids (GL) and their subsequent lipolysis are parts of the 

GL/FFA cycle that generates lipid signaling molecules such as free fatty acids (FA), 

long chain fatty acyl-CoA (LC-CoA), phosphatidic acid (PA) and diacylglycerol 

(DAG) involved in the amplification pathways for GIIS (43). At high glucose the 

substrate “push” counteracts the mild metabolic inhibition of Pio. It is likely that 

metformin (Metf) and berberine (BBR) affect the β-cell via the same processes 

stemming from reduced mitochondrial function. 
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 5.3.  Effets aigus de la metformine sur la fonction et le métabolisme 

de la cellule β – résultats supplémentaires accompagnant le premier 

article 

Lors de la caractérisation des effets aigus de la pioglitazone sur la cellule β et 

de l’identification de la décélération métabolique comme mode d’action, nous avons 

également généré une série de résultats avec la metformine. À l’exception des effets 

de la metformine sur la sécrétion d’insuline, ces données n’ont pas été incluses dans 

l’article de 2009, mais présentent un intérêt certain. En effet, les deux médicaments, 

les deux seuls (avec la rosiglitazone) utilisés en Occident pour améliorer la sensibilité 

à l’insuline, partagent des effets communs. Ils seraient notamment en mesure 

d’inhiber le complexe I de la chaîne de transport d’électrons et activent rapidement 

l’AMPK. Nous avons donc voulu caractériser d’avantage les effets de la metformine 

sur le métabolisme de la cellule β. D’après ces résultats, les deux composés sont 

effectivement en mesure de causer une décélération métabolique. Ce ne sont toutefois 

pas nécessairement les mêmes voies métaboliques qui sont affectées, bien que les 

résultats fonctionnels (diminution de la sécrétion d’insuline) soient semblables. 

Les expériences avec la metformine ont été réalisées sur des cellules INS 

832/13, traitées plus longtemps et avec une dose plus importante qu’elles l’avaient été 

avec la pioglitazone. Ces changements au protocole ont été nécessaires dû au fait que 

la metformine pénètre et s’accumule lentement dans les cellules (Davidoff 1971; van 

de Merbel et coll. 1998). Dans une série d’expériences pilotes, nous avons d’ailleurs 

tenté de déterminer quelle concentration la metformine peut atteindre à l’intérieur des 

cellules INS 832/13 et de quelle façon son effet se développe. La figure S1 présente 

l’accumulation intracellulaire de metformine dans les conditions utilisées pour 

mesurer la sécrétion d’insuline dans le premier article (article 1 à la section 5.2, figure 

3D). D’après ce résultat, la concentration de metformine pourrait atteindre environ 

25 nmol par mg de protéines cellulaires. Suivant deux méthodes différentes de calculs 

présentées à l’annexe A, cela représenterait entre 5,7 et 14,7 mmol/L de metformine 

intracellulaire après 3,5 heures de traitement. 
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Figure S1 – La metformine s’accumule lentement dans les cellules INS 832/13. 
Accumulation intracellulaire de metformine dans des conditions expérimentales 
similaires à celles utilisées pour mesurer la sécrétion d’insuline (voir premier article 
(section 5.2), section Materials and Methods). De la 14C-metformine (Moravek 
Biochemicals, Brea, CA, États-Unis d’Amérique) a été utilisée comme traceur avec 
une activité spécifique de 206 cpm/nmol de metformine. Des cellules ont été récoltées 
après différents temps d’incubation durant la période de sevrage en glucose (après 0, 
30 et 120 min de sevrage), à la fin de la période de préincubation et à la fin de la 
période d’incubation (effectuée à 1 et 16 mmol/L glucose). La collecte des cellules 
s’est déroulée comme suit : au temps désiré, les cellules en plaques de 24 puits ont été 
placées sur glace; du RPMI 1640 froid ne contenant pas de glucose ni autres additifs 
(RPMI incomplet) a été ajouté dans les puits; les cellules ont été décollées par 
quelques cycles d’aspiration/éjection et transférées dans des tubes de 2 mL contenant 
du RPMI incomplet froid; 2 lavages au RPMI incomplet froid ont été effectués avec 
centrifugations à 350 g, 2 min à 4 °C; le culot a ensuite été resuspendu dans une petite 
quantité d’eau; les cellules ont été lysées par ultrasons puis transférées dans une fiole 
à scintillation pour dosage de la radioactivité; des puits ne contenant pas de cellules 
ont été traités comme des échantillons et ont été utilisés comme blanc pour tous les 
temps expérimentaux étudiés. Les résultats sont exprimés en moyenne ± erreur type 
de la moyenne. n=4 réplicats au sein d’une seule expérience. Metf, metformine; Ctl, 
contrôle; prot, protéines. 
 

En suivant ce protocole expérimental, nous avons répété une partie des 

expériences effectuées avec la pioglitazone afin de comparer les effets des deux 

médicaments sur le métabolisme de la cellule β. La pioglitazone inhibe l’oxydation 

du glucose en CO2 en suivant le patron de la décélération métabolique (section 5.2, 

figure 2A). La metformine est également en mesure d’inhiber l’oxydation du glucose 

des cellules β mais l’effet ne disparaît pas avec l’augmentation de la concentration de 



 

 

 

79

glucose jusqu’à 25 mmol/L (figure S2A). L’inhibition de l’oxydation du glucose par 

la metformine ne suit donc pas le modèle de la décélération métabolique. La 

metformine semble également en mesure de diminuer l’oxydation complète du 

palmitate en CO2 lorsque les cellules sont exposées à de faibles concentrations de 

glucose (figure S2B). Cette tendance est semblable à celle qui avait été observée avec 

la pioglitazone, c’est-à-dire une inhibition de l’oxydation du palmitate mesurable 

seulement en présence d’une concentration non stimulante de glucose (section 5.2, 

figure 4D). Lorsque tous les produits résultants de l’oxydation du palmitate sont 

quantifiés (le CO2 et les métabolites générés par l’oxydation incomplète du 

palmitate), la metformine n’a aucun effet (figure S2C). La figure S2D regroupe les 

résultats de l’oxydation en CO2 des deux substrats, glucose et palmitate, exprimés en 

valeurs relatives aux mesures obtenues respectivement à 25 mmol/L glucose 

(oxydation du glucose) et 1 mmol/L glucose (oxydation du palmitate) en condition 

contrôle. D’après ce graphique, le traitement à la metformine diminue l’oxydation des 

carburants en CO2 de 20 à 40 % sans égard au carburant utilisé. En ce qui a trait au 

palmitate, l’effet n’a ainsi lieu qu’à des concentrations faibles de glucose (inférieures 

à 6 mmol/L). 
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Figure S2 – La metformine inhibe l’oxydation des carburants en CO2 des 
cellules INS 832/13. A-C, Oxydation du glucose (glc) en CO2 (A), du palmitate 
(palm.) en CO2 (B) et oxydation totale du palmitate (CO2 et métabolites solubles dans 
l’acide qui résultent de l’oxydation incomplète du palmitate) (C). Les expériences ont 
été effectuées tel que décrit dans la section Materials and Methods du premier article 
(section 5.2) en utilisant de la metformine (metf.) et de l’eau comme véhicule plutôt 
que de la pioglitazone et du DMSO. Les résultats sont exprimés en moyenne ± erreur 
type de la moyenne. n=6 différents échantillons au sein de 3 expériences 
indépendantes pour l’oxydation du glucose et n=4 différents échantillons au sein de 
2 expériences indépendantes pour l’oxydation du palmitate. Test post hoc de 
Bonferroni suivant une analyse ANOVA à deux voies pour l’effet de la metformine à 
une concentration de glucose donnée : *, P<0,01; **, P<0,001. D, Oxydation du 
glucose et du palmitate exprimée en valeurs relatives à l’oxydation maximale (max.) 
pour chacun des substrats en conditions contrôles (25 mmol/L glucose pour 
l’oxydation du glucose; 1 mmol/L glucose pour l’oxydation du palmitate) et 
présentées sur le même graphique. Ctl, contrôle; prot, protéines. 
 

Les effets de la metformine sur le potentiel de membrane mitochondrial des 

cellules β ont également été étudiés à l’aide du fluorochrome rhodamine 123 et sont 

présentés à la figure S3. Les mesures effectuées en absence de metformine 

permettent d’apprécier l’augmentation du potentiel de membrane suivant 
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l’augmentation de la concentration de glucose. Cette courbe est similaire à celles 

obtenues pour la sécrétion d’insuline avec les mêmes cellules (voir par exemple la 

figure S5A). L’ajout de metformine diminue de façon importante le potentiel de 

membrane mitochondrial en présence de concentrations intermédiaires de glucose. 

Néanmoins, lorsque la concentration de glucose atteint 25 mmol/L, l’effet est 

nettement atténué, respectant en cela le concept de décélération métabolique. La 

courbe obtenue en présence de metformine est encore ici presque similaire à celle 

obtenue pour la sécrétion d’insuline (figure S5A). 
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Figure S3 – La metformine diminue le potentiel de membrane mitochondrial des 
cellules INS 832/13 selon le patron de la décélération métabolique. Le potentiel de 
membrane mitochondrial a été mesuré à l’aide du fluorochrome rhodamine 123 en 
utilisant les mêmes milieux et produits que ceux utilisés dans le premier article 
(section 5.2), mais en suivant un design expérimental différent : les cellules ont été 
cultivées dans une plaque de 12 puits; sevrées de glucose 2 h dans du RPMI complet 
contenant 3 mmol/L glucose, en présence ou non de 5 mmol/L metformine; lavées et 
préincubées 25 min avec/dans du KRBH contenant 1 mmol/L glucose et 0,5 % P/V 
d’albumine sérique bovine (BSA) en présence ou non de 5 mmol/L metformine 
(KRBH 1G/0,5% BSA ± metf); préincubées une seconde fois 20 min dans du 
KRBH 1G/0,5% BSA ± metf contenant 10 µg/mL de rhodamine; lavées et incubées 
avec/dans 500 µL de KRBH 1G/0,5% BSA ± metf, et placées dans un lecteur de 
plaques FLUOstar; des lectures basales ont été effectuées à chaque 30 sec durant 
25 min; 20 µL de KRBH contenant du glucose concentré a ensuite été ajouté 
manuellement dans les puits (à l’extérieur de l’appareil) pour atteindre la 
concentration de glucose indiquée; les lectures ont ensuite repris durant 35 min; la 
différence de fluorescence entre les lectures basales et après stimulation au glucose a 
été calculée (Δ basale). Les résultats indiquent la différence entre la moyenne des Δ 
basales obtenues entre la 55,5e et 60e minute de lecture de fluorescence en présence 
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de X mmol/L glucose et celles obtenues en présence de 1 mmol/L glucose pour un 
même traitement (metformine (Metf) ou contrôle (Ctl)). Les résultats sont exprimés 
en moyenne ± erreur type de la moyenne. n=6 différents puits au sein de 
2 expériences effectuées pour chacune des concentrations de glucose (16 expériences 
au total). Analyse ANOVA à deux voies pour l’effet de la metformine : P<0,0001. 
 

L’augmentation de l’oxydation du glucose et du potentiel de membrane ont 

été associées par plusieurs à une augmentation de la production de dérivés réactifs de 

l’oxygène dans les cellules β (Pi et coll. 2007; Leloup et coll. 2009). En diminuant 

ces paramètres, la metformine devrait également diminuer la quantité de dérivés 

réactifs de l’oxygène. Nous avons tenté d’évaluer leur quantité en utilisant entre 

autres le fluorochrome dihydroéthidium (HE) pour les détecter par cytométrie en flux. 

D’après le fabricant du produit, l’HE réagit principalement avec l’anion superoxyde. 

Dans ces expériences, présentées à la figure S4, l’augmentation des concentrations de 

glucose a diminué la détection des dérivés réactifs de l’oxygène, principalement entre 

1 et 6 mmol/L. Comme attendu, l’ajout de metformine entraîne une légère diminution 

du signal à toutes les concentrations de glucose étudiées. 
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Figure S4 – La metformine diminue la détection des dérivés réactifs de l’oxygène 
dans les cellules INS 832/13. La détection des dérivés réactifs de l’oxygène 
intracellulaires a été effectuée à l’aide du fluorochrome dihydroéthidium (Invitrogen, 
Eugene, OR, États-Unis d’Amérique) détecté par cytométrie en flux (FACSCanto, 
BD Biosciences, Mississauga, ON, Canada) selon la procédure suivante : les cellules 
ont été cultivées dans une plaque de 12 puits; sevrées de glucose 2 h dans du RPMI 
complet contenant 3 mmol/L glucose, en présence ou non de 5 mmol/L metformine; 
lavées et préincubées 45 min avec/dans du KRBH contenant 1 mmol/L glucose et 
0,5 % P/V d’albumine sérique bovine (BSA) en présence ou non de 5 mmol/L 
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metformine; incubées 15 min dans du KRBH contenant la concentration indiquée de 
glucose et 0,5 % P/V de BSA, 2,5 µmol/L de dihydroéthidium, en présence ou non de 
5 mmol/L metformine; le milieu a ensuite été retiré; les cellules ont été décollées avec 
de la trypsine (2 min de digestion) et récupérées dans un tampon phosphate contenant 
3 % V/V de sérum fœtal bovin (PBS 3% FBS); après centrifugation 3 min à 1200 g, 
les cellules ont été resuspendues dans du PBS 3 % FBS et conservées sur glace; le 
signal du dihydroéthidium a été détecté en cytométrie de flux à 515-545 nm après 
excitation à 488 nm; la population de cellules vivantes a été sélectionnée pour 
l’analyse de leur fluorescence moyenne; la fluorescence moyenne des cellules d’une 
condition a ensuite été exprimée en valeur relative à la fluorescence moyenne des 
cellules contrôles incubées en présence de 1 mmol/L glucose. Les résultats sont 
exprimés en moyenne ± écart type. n=3 différentes expériences. Analyse ANOVA à 
deux voies pour l’effet de la metformine : P<0,0001. 
 

Enfin, nous avons poursuivi l’étude des effets de la metformine sur le 

métabolisme des lipides en quantifiant la libération de glycérol, une mesure 

indicatrice de l’activité lipolytique des cellules. La libération de glycérol est la 

mesure de l’activité métabolique la plus affectée par la pioglitazone parmi les 

paramètres mesurés (section 5.2, figure 5A). Dans une série d’expériences, nous 

avons parallèlement dosé le glycérol et l’insuline sécrétés par les cellules INS 832/13 

stimulées par du glucose (figure S5). Les résultats de sécrétion d’insuline sont 

similaires à ceux présentés dans le premier article (section 5.2) à la figure 3D et 

ressemblent ainsi à ceux obtenus avec la pioglitazone. La metformine n’est toutefois 

pas en mesure d’affecter la libération de glycérol, et ce, pour toutes les concentrations 

de glucose testées. Il est intéressant d’ajouter que lors d’expériences pilotes, la 

metformine n’a pas non plus été en mesure de diminuer l’incorporation de palmitate à 

des glycérolipides, des phospholipides ou du cholestérol (données non présentées). 

Ces expériences se sont déroulées d’une manière identique à celles effectuées avec la 

pioglitazone (section 5.2, figure 4A-C). Il est à noter que la pioglitazone diminue 

grandement l’activité du cycle GL/AGL alors que ce n’est pas le cas pour la 

metformine. 
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Figure S5 – La metformine inhibe la sécrétion d’insuline induite par le glucose 
selon le patron de la décélération métabolique, mais est sans effet sur la 
libération de glycérol par les cellules INS 832/13. Insuline et glycérol ont été dosés 
sur les mêmes échantillons. A, Sécrétion d’insuline induite par le glucose mesurée 
comme indiqué dans la section Materials and Methods du premier article (section 
5.2). B, Glycérol dosé comme indiqué dans la section Materials and Methods du 
premier article (section 5.2). Les résultats sont exprimés en moyenne ± erreur type de 
la moyenne. n=9 différents échantillons au sein de 3 expériences indépendantes. Test 
post hoc de Bonferroni suivant une analyse ANOVA à deux voies pour l’effet de la 
metformine à une concentration de glucose donnée : * P<0,001. 
 

 5.4.  Retour critique sur le premier article 

Nouveauté et portée des résultats 

Dans cet article nous proposons, pour la première fois, la décélération 

métabolique comme mécanisme d’action pour la pioglitazone et suggérons que le 
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concept pourrait également s’appliquer à la metformine et à la berbérine, deux autres 

agents insulinosensibilisateurs. Dans un contexte de surabondance de nutriments et de 

stress métabolique, la décélération métabolique de la cellule β et la diminution aigüe 

de la sécrétion d’insuline en présence de concentrations intermédiaires de glucose 

pourraient s’avérer bénéfiques pour la cellule β et l’homéostasie glucidique. Le 

phénomène pourrait également s’avérer bénéfique à d’autres types cellulaires 

éventuellement touchés directement par la décélération métabolique. 

Le concept et le nom que nous lui avons donné a été repris par Sof 

Andrikopoulos dans une revue l’année suivant la publication de notre article 

(Andrikopoulos 2010). Le concept est particulièrement attrayant du fait qu’il propose 

un mécanisme commun par lequel les deux médicaments antidiabétiques 

insulinosensibilisateurs pourraient agir. Ces deux médicaments sont parmi les plus 

efficaces de la pharmacopée pour rétablir l’homéostasie glucidique. 

Notre étude souligne aussi clairement l’intérêt d’étudier la physiologie de la 

cellule β sur toute la gamme de leur courbe de sensibilité au glucose. Si nous avions 

utilisé seulement deux concentrations de glucose (typiquement 3,3 et 16,7 mmol/L), 

comme le font beaucoup d’études, nous n’aurions observé aucun effet inhibiteur de la 

pioglitazone et serions passé à côté d’un mécanisme potentiellement clé dans les 

effets thérapeutiques du médicament. 

Forces du premier article 

L’utilisation d’un modèle cellulaire (cellules INS 832/13) in vitro a permis 

d’étudier en profondeur les effets de la pioglitazone et de la metformine sur la 

fonction et le métabolisme de la cellule β. Cette étude aurait été impossible à faire in 

situ, dans un organisme vivant et plus difficile à réaliser et à interpréter en utilisant 

seulement des cultures primaires (îlots isolés de rongeurs). En effet, certaines 

expériences ont demandé d’importantes quantités de matériel et l’interprétation des 

résultats générés avec des îlots isolés est compliquée par le fait qu’il ne s’agit pas de 

structures homogènes en terme de types cellulaires. L’approche était idéale pour nous 

permettre d’identifier un mécanisme d’action pour les médicaments 

insulinosensibilisateurs, qui peut ensuite être testé dans un modèle plus complexe. 

Nous avons vérifié notre principale conclusion avec des îlots de rats, à savoir que la 
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pioglitazone inhibe la sécrétion d’insuline induite par le glucose selon le modèle de la 

décélération métabolique. 

Un élément particulièrement important de notre étude réside dans le fait que 

les résultats ont été générés sur une large gamme de concentrations de glucose. La 

plupart des études in vitro réalisées sur la cellule β se contentent de tester deux 

concentrations de glucose : une concentration non stimulante (quand ce n’est pas en 

absence de glucose) et une concentration élevée de glucose (qui correspond in vivo à 

une hyperglycémie marquée). La façon avec laquelle nous avons procédé dans cet 

article mérite d’être utilisée plus souvent pour l’étude de la cellule β. 

Limites du premier article 

Les cellules INS 832/13 sont, fonctionnellement, un bon modèle de cellule β, 

mais demeurent des cellules transformées, qui sont dérivées d’un insulinome et qui 

possèdent une copie du gène de l’insuline humain. Bref, les résultats obtenus devaient 

être confirmés dans un autre modèle, ce qui a été accompli en partie dans le deuxième 

article. 

Des doutes demeurent sur les doses utilisées pour la pioglitazone et la 

metformine relativement aux concentrations cliniquement efficaces. Dans les deux 

cas, les concentrations utilisées in vitro sont élevées par rapport à ce qui est rapporté 

in vivo chez l’humain et même chez les rongeurs. Il est toutefois difficile de 

déterminer les véritables concentrations auxquelles sont exposées les cellules in situ 

et, dans le cas de la metformine, d’avoir une idée des concentrations intracellulaires 

atteintes chez l’humain. Néanmoins, si les doses utilisées devaient s’avérer trop 

élevées par rapport à ce qui est nécessaire pour observer un bénéfice clinique, nous 

croyons que la décélération métabolique garde son intérêt comme approche 

thérapeutique et mérite d’être considérée dans le développement de nouveaux agents 

antidiabétiques. 

Questions en suspens – suites à donner au projet 

Notre étude in vitro laisse plusieurs questions en suspens. Nous ne savons 

toujours pas quelle est la cible première de la pioglitazone, ni quel est le rôle de 

l’AMPK dans les effets observés. À ce sujet, il aurait été intéressant de connaître non 

seulement la quantité totale d’ATP présent dans les cellules mais également celle des 

autres nucléotides à adénine. Étant donné que l’activation de l’AMPK est un effet 
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partagé par de nombreuses interventions bénéfiques pour l’homéostasie du glucose, 

nous pourrions déterminer si elle a un rôle à jouer dans la décélération métabolique 

en utilisant des approches de biologie moléculaire pour modifier son expression. Par 

exemple, nous pourrions diminuer l’expression de l’AMPK dans les cellules INS 

832/13 et déterminer si la pioglitazone et la metformine ont toujours les mêmes effets 

sur la sécrétion d’insuline, puis sur le métabolisme mitochondrial, l’oxydation du 

glucose et la répartition lipidique. 

Le ratio NAD+:NADH mitochondrial est une autre donnée qui serait utile pour 

identifier l’origine des effets observés. À défaut de mesurer ce ratio, le profil 

d’acétylation des protéines mitochondriales pourrait être indicateur de la quantité de 

NAD+ disponible (puisqu’il régule l’activité des sirtuines (voir la section 8.1)). Pour 

identifier la cible première de la pioglitazone, nous pourrions tenter de déterminer si 

elle inhibe directement l’activité des déshydrogénases dans notre système 

expérimental, en particulier l’activité du complexe pyruvate déshydrogénase, de la 

glycérol-3-phosphate déshydrogénase et du complexe I de la chaîne de transport 

d’électrons. 

Les courbes de sécrétion d’insuline ou du métabolisme sont basées sur des 

mesures statiques, effectuées dans un même milieu pendant une période de temps 

donnée – un milieu dans lequel des métabolites s’accumulent. Il serait pertinent de 

vérifier qu’il est possible d’observer le phénomène de la décélération métabolique 

dans des expériences de périfusion, lorsque les deux phases de sécrétion sont 

mesurées dans un milieu continuellement renouvelé. Les expériences in vivo 

présentées plus loin répondent en partie à cette interrogation. C'est-à-dire qu’ils 

démontrent qu’il est possible d’observer in vivo une diminution de la sécrétion 

d’insuline lors d’un traitement aigu à la pioglitazone, mais on ne sait toujours pas si 

l’inhibition suit le profil de la décélération métabolique ou non. 
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6. Deuxième article 

 6.1.  Présentation du deuxième article 

Le deuxième article inséré dans cette thèse a été soumis pour publication en 

avril  2012 à la revue Diabetes et a reçu des critiques positives. Les auteurs sont les 

mêmes que ceux du premier article. J’ai réalisé la majorité des expériences et 

contribué à l’écriture de l’article. Émilie Pepin a contribué à la mise au point des 

techniques utilisées pour mesurer la consommation d’oxygène (figure 5) et a révisé 

l’article. Marie-Line Peyot, Neil B. Ruderman, Christopher J. Nolan, Erik Joly et 

Vincent Poitout ont révisé l’article. S.R. Murthy Madiraju et Marc Prentki ont 

contribué à l’écriture de l’article. Les expériences qui y sont présentées ont été 

réalisées pour faire directement suite au premier article et déterminer s’il était 

possible d’observer un ralentissement du métabolisme et une inhibition de la 

sécrétion d’insuline in vivo, à l’échelle d’un organisme. Nous avons choisi le rat 

Wistar comme modèle expérimental. Afin de demeurer dans des conditions aigües, 

les rats ont reçu la pioglitazone par gavage 45 min avant différentes mesures de 

l’homéostasie glucidique et de la dépense énergétique. 

L’effet aigu de la pioglitazone sur la sécrétion d’insuline a été déterminé par 

des clamps hyperglycémiques à deux paliers (8,3 et 16,7 mmol/L), alors que des 

clamps hyperinsulinémiques-euglycémiques ont été effectués pour évaluer son effet 

sur la sensibilité à l’insuline. Deux approches ont été employées pour déterminer si la 

pioglitazone pouvait ralentir le métabolisme à l’échelle de l’organisme : la 

calorimétrie indirecte et la mesure de la température corporelle par biotélémétrie. 

D’après les résultats des clamps glucidiques, un traitement aigu à la 

pioglitazone diminue de façon importante la sécrétion d’insuline, augmente 

légèrement la clairance de l’insuline et affecte peu la sensibilité à l’insuline. Le 

traitement diminue également la dépense énergétique des animaux (diminue leur 

consommation d’oxygène et leur production de CO2), mais demeure sans effet sur 

leur quotient respiratoire et leur température corporelle. Suite aux résultats de 

calorimétrie indirecte, nous avons également mesuré les effets de la pioglitazone sur 

la consommation d’oxygène des cellules INS 832/13 en culture. L’exposition des 
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cellules à 25 µmol/L pioglitazone réduit considérablement leur taux de consommation 

d’oxygène et leur sécrétion d’insuline en présence de 8 mmol/L glucose. En accord 

avec le concept de décélération métabolique, l’effet est moins prononcé lorsque les 

cellules se trouvent en présence de 25 mmol/L glucose. Pour déterminer si 

l’activation de PPARγ avait un rôle à jouer dans l’inhibition de la sécrétion 

d’insuline, les cellules INS 832/13 ont également été traitées avec deux agonistes de 

PPARγ, qui ne sont pas des TZDs et qui sont de structure chimique différentes. 

Aucun des deux agonistes ne diminue la sécrétion d’insuline induite par le glucose. 

Un traitement aigu à la pioglitazone est ainsi en mesure de ralentir le 

métabolisme à l’échelle de l’organisme et de diminuer la sécrétion d’insuline, avant 

que la sensibilité à l’hormone soit augmentée. Les résultats renforcent l’idée que la 

décélération métabolique de la cellule β (et d’autres types cellulaires) puisse être 

instrumentale dans les effets de la pioglitazone. La décélération métabolique pourrait 

contribuer à la diminution de l’insulinémie observée lors d’un traitement à la 

pioglitazone et faire partie de l’ensemble des causes qui font de la pioglitazone un 

bon agent antidiabétique. 
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ABSTRACT 

 

Our objective was to determine if the insulin-sensitizing drug pioglitazone 

acutely reduces insulin secretion and causes metabolic deceleration in vivo 

independently of change in insulin sensitivity. We assessed glucose homeostasis by 

hyperinsulinemic-euglycemic (HIEC) and hyperglycemic (HGC) clamp studies, and 

energy expenditure by indirect calorimetry and biotelemetry in male Wistar rats 45 

min after a single oral dose of pioglitazone (30 mg/kg). The effects of pioglitazone on 

insulin secretion and oxygen consumption were also measured in INS 832/13 β-cells. 

In vivo insulin secretion in response to clamped hyperglycemia during HGC was 

dramatically reduced and insulin clearance was slightly increased following acute 

pioglitazone treatment. Insulin sensitivity assessed by the HIEC, however, was 

minimally affected by pioglitazone at this early time point. Pioglitazone also reduced 

energy expenditure without altering respiratory exchange ratio or core body 

temperature. Glucose-induced insulin secretion and oxygen consumption were 

reduced by pioglitazone in INS 832/13 cells. In conclusion, pioglitazone acutely 

induces whole body metabolic slowing and reduces glucose-induced insulin 

secretion, the latter being largely independent from the insulin-sensitizing action of 

the drug. The results suggest that pioglitazone has direct metabolic deceleration 

effects on the β-cell that may contribute to its insulin-lowering capacity and anti-

diabetic action. 

 

INTRODUCTION 

 

Major drugs developed to treat type 2 diabetes aim at either increasing insulin 

secretion or reducing insulin resistance (1-4). Two classes of insulin-sensitizing 

agents are currently used: the biguanides (metformin) and the thiazolidinediones 

(TZDs), of which the only one still recommended for use in some countries is 

pioglitazone (5). TZDs are peroxisome proliferator-activated receptor γ (PPARγ) 

agonists. They stimulate adipocyte differentiation, relieving other tissues from fat 

excess, thereby reducing their resistance to insulin (6; 7). TZDs’ beneficial effects are 

not limited to increased insulin sensitivity but also include preservation of β-cell 
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function (8). It is thought that the beneficial effect of TZDs on β-cell function in vivo 

is indirect and occurs via a relief of the need for insulin hypersecretion due to their 

insulin sensitizing action. We should however consider the possibility that the 

classical anti-diabetic insulin sensitizers pioglitazone and metformin might also have 

beneficial effects on glucose homeostasis via direct reduction of insulin 

hypersecretion independently of insulin resistance. 

We previously demonstrated in vitro that pioglitazone acutely slows down 

glucose and lipid metabolism in the β-cell and inhibits glucose-induced insulin 

secretion (GIIS) primarily at submaximal and much less at maximal glucose 

concentrations (right shift in the glucose dose response) via a PPARγ-independent 

mechanism (9). These acute effects of pioglitazone are likely due to complex I 

inhibition of the electron transport chain (10) and involve reduced glucose oxidation, 

decreased ATP levels and increased AMPK activation (9). Interestingly, metformin 

causes similar effects (JL and MP, unpublished). Hence, we proposed the novel 

concept of “metabolic deceleration” as a mode of action of some anti-diabetic drugs 

and suggested that the action of pioglitazone to reduce glucose metabolism and 

insulin secretion in the β-cell may partly explain its beneficial effects (9). In fact, 

earlier studies on the role of Foxo1 in the β-cells suggested that this transcription 

factor induces a state of “metabolic diapause” in β-cells by repressing the processes 

related to glycolysis, and ROS production, thus reducing GIIS (11; 12). The concept 

that metabolic deceleration protects the β-cell from both oxidative and endoplasmic 

reticulum stress has recently been reviewed (13; 14). 

In the present study we carried out in vivo experiments in normal rats to better 

understand how acute treatment with pioglitazone improves glucose homeostasis, 

with particular focus on how it reduces hyperinsulinemia. The following questions 

were asked: 1) can we confirm in vivo our previous in vitro findings in isolated rat 

islet and β-cell line that pioglitazone acutely reduces insulin secretion?; 2) is this 

acute effect of pioglitazone on insulin secretion independent of its effects on insulin 

sensitivity or clearance?; and 3) does pioglitazone acutely slow down whole body 

energy metabolism? 
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RESEARCH DESIGN AND METHODS 

 

Materials 

Tissue and cell culture supplies were from Corning (Corning, NY). 

Pioglitazone-HCl (Toronto Research Chemicals, North York, ON, Canada) was 

suspended at 5 mg/ml in 0.5% methyl-cellulose (Sigma, St. Louis, MO) prepared in 

autoclaved tap water. Stock solutions of pioglitazone, GW1929 (Alexis 

Biochemicals, San Diego, CA) and CAY10599 (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI) 

were prepared in DMSO at 10, 1.2, and 15 mmol/l, respectively. Glycemia was 

monitored using an Accu-Chek (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 

glucometer. Total plasma insulin, total insulin content and media insulin 

concentrations were determined by radioimmunoassay using human insulin standards 

(Linco Research, St. Charles, MO). ELISA was used to determine rat plasma C-

peptide concentrations (both I and II; Mercodia AB, Uppsala, Sweden). Protein 

content was determined using the bicinchoninic acid assay from Pierce (Rockford, 

IL). 

Animals and pioglitazone administration 

All procedures were approved by the CRCHUM Institutional Committee for 

the Protection of Animals. 300-350 g-male Wistar rats (Charles River, St-Constant, 

QC, Canada) were housed under controlled temperature on a 12-h light–dark cycle 

with unrestricted access to water and standard chow. For glucose clamp procedures, 

animals underwent catheterization of the jugular vein and carotid artery as described 

(15) and recovered for 6 days. For indirect calorimetry studies, rats were acclimatized 

for 36 h in acrylic chambers bedded with hardwood chips. For biotelemetry studies, 

C50-PT probes (Data Sciences International, St. Paul, MN) were implanted with a 

catheter inserted through the femoral artery up to the abdominal aorta and the 

telemetry device body fixed to the muscle wall as described (16). Rats were allowed 

10-13 days to recover and received 5 mg/kg carprofen subcutaneous in the first 3 

days. On experimental days, food was withdrawn at 07:00 and pioglitazone (30 

mg/kg) or vehicle was administered by gavage (6 ml/kg) at 09:00. All animals were 

sacrificed at the end of procedures by pentobarbital overdose. 
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Hyperglycemic clamps (HGC) 

Conscious rats were subjected to two-step HGC followed by an arginine 

bolus, in a technique modified from (15). The clamp procedure was started 45 min 

after the rats were gavaged with pioglitazone or vehicle. Blood glucose was clamped 

at 8.3 mmol/l for 30 min and 16.7 mmol/l for another 30 min. A bolus of arginine 

(174 mg/kg; Sandoz, Boucherville, QC, Canada) was injected at 121 min to assess 

total β-cell secretory capacity. Plasma samples (150 µl of blood) were collected from 

the carotid artery for insulin and C-peptide determinations at 0 (before glucose 

infusion), 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 121 and 131 min. Insulin clearance was 

estimated by the C-peptide/insulin molar ratio (17). 

Hyperinsulinemic-euglycemic clamps (HIEC) 

On the day of the experiment, the jugular vein catheter was connected to two 

syringes containing either insulin (Humulin-R®; Eli Lilly, Indianapolis, IN) or 20% 

dextrose (Baxter Corporation, Mississauga, ON, Canada), installed on a Harvard 33 

Twin Syringe Pump (Harvard Apparatus, Holliston, MA). Insulin was prepared as 

follows: 20 µl of insulin 100 U/ml was added to 20 µl of rat plasma and diluted to 

200 mU/l with saline. The clamp procedure was started 45 min after the gavage of 

pioglitazone or vehicle in conscious animals by an insulin bolus (time 0 min) of 

75 mU/kg/min for 45 s and 37.5 mU/kg/min for another 45 s, and the insulin infusion 

was then reduced to 5 mU/kg/min for the rest of the procedure. After 5 min, a blood 

sample was collected and a 20% dextrose infusion was started to clamp blood glucose 

at pre-clamp level (6.5 mmol/l). Glycemia was monitored from samples collected 

every 5 min. Plasma samples (150 µl of blood) were collected from the carotid artery 

for insulin determination at 0 (before any infusion), 60, 90 and 120 min. The M/I 

index of insulin sensitivity was calculated by dividing the average glucose infusion 

rate during the last 60 min of the clamp (“M” expressed in μmol/kg/min) by the 

average circulating insulin value (“I” expressed in pmol/l) during the same time 

period (17). 

Indirect calorimetry 

Gas exchanges were measured for 6 h following gavage by pioglitazone or 

vehicle in an open circuit calorimeter with ambulatory activity monitoring using 

PhysioScan and VersaMax systems (AccuScan Instruments, Columbus, OH). Oxygen 
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and carbon dioxide concentrations were analyzed in each cage by sequential readings 

from gas samples continuously withdrawn from cages at a rate of 2.0 l/min. Gas 

samples were compared to ambient air composition for VO2 and VCO2 calculations. 

The oxygen analyzer was calibrated before each experiment by adjusting respiratory 

quotient (VCO2/VO2) readings to 0.7 using two 24 h-fasted rats (not included in the 

study). Ambulatory activity was continuously monitored based on infrared beam 

interruptions in horizontal and vertical positions. Gas fractions and flow rate were 

used to calculate energy expenditure (EE) as follows: EE = 

((4.33*VO2)+(0.67*VCO2))*BW(in kg)*60, where gas fractions are expressed in 

ml/kg/min. 

Biotelemetry 

The C50-PT probe implanted rats had their core body temperature, heart rate 

and blood pressure values recorded every minute using Data Sciences system and 

averaged over 30 or 60 min for clarity. This was a cross-over study with all animals 

receiving pioglitazone and placebo in an alternating order, with a 10-day washout 

period in between. For each experimental period, data was collected for a total of 68 h 

from 19:00 with food being removed after 36 h, pioglitazone or vehicle being given 

by gavage after 38 h, and food being returned after 46 h. 

Cell culture 

INS 832/13 cells (18) were cultured as described (9). Experiments were 

conducted in Krebs-Ringer bicarbonate buffer containing 10 mmol/l HEPES (pH 7.4) 

(KRBH) except during measurement of the oxygen consumption rate, where 

bicarbonate was omitted in order to maintain a stable pH. 

Oxygen consumption and insulin secretion in INS 832/13 cells 

Oxygen consumption rate (OCR) in vitro was measured using a XF24 

respirometer (Seahorse Bioscience, Billerica, MA). INS 832/13 cells were seeded a 

day before the experiments at 7x104 cells/well in XF 24 well microplates. Media were 

changed to RPMI 1640 complete containing 3 mmol/l glucose 2 h prior to the 

experiments. Cells were then washed and pre-incubated for 1 h in KRBH containing 

no bicarbonate, 2 mmol/l glucose and 0.07% BSA (KRBH-XF) at 37°C under 

atmospheric CO2 concentrations. After basal measurement for 20 min, pioglitazone or 

DMSO was added by 3 successive automatic injections of KRBH-XF to reach 
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25 µmol/l pioglitazone or equivalent DMSO volume. Glucose was added after 

another 20 min by a fourth injection of medium to reach 8 or 25 mmol/l. OCR was 

measured for another 50 min after which media and cells were collected to measure 

accumulated insulin secretion over the time of the total incubation (~150 min). 

Experiments testing PPARγ agonists on INS 832/13 cells were performed as 

previously described for pioglitazone (9). 

Islet isolation and ex vivo insulin secretion measurement 

The islet isolation procedure was started 90 min after gavage in Wistar rats as 

indicated above and performed as previously described (9; 19). Batches of 10 islets 

were used for static insulin secretion measurements in KRBH as previously described 

(9). 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using Prism version 5.01 and InStat version 

3.06 (GraphPad Software, San Diego, CA) with two-tailed unpaired Student’s test, 

repeated measures ANOVA or two-way ANOVA followed by a Bonferroni post-hoc 

test for multiple comparisons, or one-way ANOVA followed by a Tukey post-hoc 

test. Differences between groups were considered significant at P<0.05. 

 

RESULTS 

 

Pioglitazone acutely inhibits insulin secretion and causes a modest increase in 

insulin clearance in vivo 

First we assessed the acute effect of pioglitazone on in vivo insulin secretion 

using HGC (Fig. 1A). Pioglitazone-treated animals showed a lower insulinemia 

starting from the 75th min and throughout the second step of the clamp (Fig. 1B). 

During the latter, insulin levels in pioglitazone-treated rats were only about 50% of 

those of the vehicle-treated rats. The effect of the arginine bolus on insulinemia was 

not significantly changed by pioglitazone treatment (Fig. 1C). Similarly, plasma C-

peptide was markedly reduced during the HGC (Fig. 1B) but not in response to 

arginine (Fig. 1C). This indicates an acute in vivo inhibitory effect of pioglitazone on 

GIIS. The glucose infusion rate during the hyperglycemic clamp was the same in both 

groups (Fig. 1E).  
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The C-peptide/insulin molar ratio, an index of insulin clearance (20), was 

slightly elevated in pioglitazone-treated animals in comparison to control rats in the 

second step of the clamp (Fig. 1D), suggesting that increased insulin clearance could 

contribute to the lowered insulinemia observed in the pioglitazone-treated animals. 

Acute pioglitazone administration has minimal effect on in vivo insulin 

sensitivity 

In order to interpret the acute effects of pioglitazone on in vivo insulin 

secretion, it is important to also assess its effect on insulin sensitivity as the two are 

integrally linked. TZDs are well known to enhance insulin sensitivity under chronic 

treatment conditions (21). We therefore performed HIEC to measure insulin 

sensitivity in vivo. Both control and pioglitazone-treated groups required similar rates 

of glucose infusion (Fig. 2B) to maintain euglycemia (Fig. 2A). However, the 

achieved insulinemia during the 60 min clamp period was slightly lower in the 

pioglitazone treated rats (Fig. 2C) such that the M/I measure of insulin sensitivity 

trended higher in the pioglitazone group, although the difference was not significant 

(Fig. 2D). The mildly reduced insulinemia achieved in pioglitazone-treated rats (at 

times 90 and 120 min) (Fig. 2C) occurred despite equivalent rates of insulin infusion. 

This could be due to the increased insulin clearance in the pioglitazone treated 

animals (Fig. 1D). 

Pioglitazone administration acutely reduces whole body energy expenditure 

In our previous study employing isolated islets and INS 832/13 β-cells, we 

hypothesized that pioglitazone-induced inhibition of GIIS could be due to metabolic 

deceleration of the β-cell (9). We therefore assessed if acute reduction in whole body 

energy metabolism occurs in vivo in response to acute pioglitazone administration. 

A first approach was to use indirect calorimetry. Energy expenditure 

(Fig. 3C), calculated from VO2 (Fig. 3A) and VCO2 (Fig. 3B) values, was 

significantly reduced in pioglitazone-treated animals. The effect began to develop 1 h 

after gavage with the drug, and was sustained for at least the next 5 h. During this 

time period, there was no difference in the respiratory exchange ratio calculated as 

VCO2/VO2 (Fig. 3D) indicating a lack of acute impact by pioglitazone administration 

on fuel selection. Reduced energy expenditure could not be attributed to reduced 
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ambulatory activity, as the distance traveled by the animals during data collection was 

the same in the control and pioglitazone-treated groups (Fig. 3E). 

To further characterize the acute in vivo effects of pioglitazone on factors that 

may influence energy metabolism, biotelemetry was carried out. Pioglitazone 

administration did not acutely change body temperature (Fig. 4A), heart rate 

(Fig. 4B) and blood pressure (Fig. 4C) in the 4 hours immediately following the 

gavage. Panels 4D to 4F show the average measures obtained in the time window 

corresponding to the last hour of the glucose clamps previously performed on other 

animals. Core body temperature, heart rate and blood pressure are not altered by acute 

pioglitazone therapy at this time. 

On a longer time scale, a single administration of pioglitazone caused a small 

increase in heart rate (Fig. 4B), an effect that becomes statistically significant 4 h post 

gavage and is sustained for at least 24 h (Fig. S1B). Blood pressure was also 

significantly altered on this time scale, with a reduction 24 h post-gavage (Fig. S1C). 

However, core body temperature was not changed (Fig. S1A). 

Pioglitazone reduces oxygen consumption rate in INS 832/13 β-cells 

Energy metabolism cannot currently be measured in β-cells in vivo. To 

complement the in vivo experiments on whole body energy metabolism with in vitro 

work in β-cells, oxygen consumption was measured in INS 832/13 cells. In control 

cells, a rise in glucose from 2 to 8 mmol/l and from 2 to 25 mmol/l elicited a very 

similar and rapid increase in oxygen consumption rate (OCR) (Fig. 5A). When 

25 µmol/l pioglitazone was added to the cells, OCR in the presence of 8 mmol/l 

glucose was reduced by approximately 30%. The inhibitory effect of pioglitazone on 

OCR was partially alleviated when glucose concentration was increased to 25 mmol/l 

glucose, in accordance with the concept of metabolic deceleration. Insulin secreted 

during these measurements followed the same pattern (Fig. 5B). Thus, in control 

conditions, 8 and 25 mmol/l glucose induced similar levels of GIIS, which were 

inhibited in the presence of pioglitazone. Pioglitazone inhibition of GIIS (secretion 

above basal) was about 85% at the intermediate 8 mmol/l glucose concentration, but 

only about 35% at the high 25 mmol/l glucose concentration. 
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Pioglitazone effect on insulin secretion is PPARγ-independent 

Because the effects of pioglitazone in vivo and in vitro in this series of 

experiments are acute (less than 4 h post drug) it is unlikely that they are mediated via 

PPARγ and gene expression changes. In an attempt to further substantiate that the 

acute effects of pioglitazone on insulin secretion are PPARγ-independent, two 

structurally-unrelated non-TZD PPARγ agonists were tested. Treatment of 

INS 832/13 cells with GW1929 and CAY10599, at concentrations ranging from 15 to 

600 times their EC50 for PPARγ transactivation (22; 23), did not alter GIIS or KCl-

induced insulin release (Fig. 6). 

 

DISCUSSION 

 

Long term treatment with pioglitazone lowers fasting insulinemia (21). 

Whether this effect is entirely indirect due to a reduction in insulin resistance or, in 

part, a consequence of a direct effect on the β-cell is unknown. Here, we report the 

surprising ability of pioglitazone to acutely inhibit GIIS in vivo prior to any 

significant change in insulin sensitivity. Besides inhibiting insulin secretion, 

pioglitazone also caused a small rise in insulin clearance. The results provide 

evidence for a novel acute TZD effect to lower insulinemia, which is not due to 

changes in insulin sensitivity or PPARγ activation (see below). The development of 

new drugs for treating type 2 diabetes focuses on potential agents to either enhance 

insulin secretion or reduce insulin resistance. However, here we show an effective 

anti-diabetic agent reducing insulin secretion, a finding of particular interest 

considering the view that hyperinsulinemia may in some instances drive obesity, 

insulin resistance and type 2 diabetes (1; 3). Thus, the possibility of a contribution to 

the beneficial effect of TZDs (24) and metformin (25) on glucose homeostasis via a 

direct action on the β-cell to reduce insulinemia might have been overlooked. 

What is the evidence that pioglitazone acutely reduces GIIS in vivo? During 

the HGC, insulinemia was reduced by 50% by pioglitazone treatment. This was quite 

remarkable considering that pioglitazone was given as a single oral dose only 

135 min earlier. The fact that both insulin and C-peptide levels were reduced is 

consistent with this effect being a consequence of reduced insulin secretion. 
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In the short time frame after oral pioglitazone dosing that the clamp studies 

were performed, insulin sensitivity was not significantly altered in HIEC. There was, 

however, a trend for insulinemia in the pioglitazone-treated animals to be slightly 

lower, which could have been the result of increased insulin clearance or reduced 

endogenous insulin secretion. An effect on clearance is supported by the fact that 

human insulin (measured with a specific antibody) infused at identical rates in both 

groups, also tended to be lower with pioglitazone treatment (not shown). Considering 

the lower insulin levels, insulin sensitivity according to the M/I measure was slightly 

higher in the pioglitazone group, although this difference was not significant. This 

should not acutely affect the response of pancreatic islets to hyperglycemia and, 

therefore, the interpretation that pioglitazone has an acute direct effect to reduce in 

vivo insulin secretion. 

Chronic and acute TZD treatments increase insulin clearance in humans (26-

28). A rapid TZD effect on insulin clearance has been reported by Farret et al. in 

healthy volunteers undergoing a hyperglycemic clamp following single-dose 

rosiglitazone administration (27). However, the authors could not measure significant 

changes in C-peptide level in their subjects. A careful look at the C-peptide figure 

does show a slightly lower (15%) C-peptide level in the rosiglitazone vs the control 

group, suggesting a modest effect of acute rosiglitazone treatment on GIIS in humans. 

Even though the present work cannot be directly compared to the study of Farret et 

al. (27) both studies show that TZDs can acutely modify glucose homeostasis in vivo 

due to, at least in part, an effect of TZDs to reduce GIIS. It is also interesting to note 

that intraperitoneal administration of troglitazone increased AMPK activity in rat 

liver, muscle and adipose tissue within 15 min (29), showing an acute effect of a TZD 

in vivo. 

The current study was carried out with a reasonable dose of pioglitazone for 

rodents (30 mg/kg body weight). Experiments in rodents with chronic daily 

administration have been carried out with pioglitazone doses between 2.3 (30) and 

35 mg/kg (31), with most studies using 10 mg/kg. It represents roughly 50 times what 

a patient of 70 kg would receive with a 45 mg pill. Although it seems 

disproportionate, TZDs are cleared approximately ten times faster by rats when 
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compared to human due to higher CYP2C expression (32). In addition, these 

experiments were performed with a single administration of pioglitazone. 

What is the biochemical basis of pioglitazone action to reduce GIIS in vivo? 

Inasmuch as the in vitro results obtained earlier (9) indicated that the reduced GIIS by 

pioglitazone was related to reduced metabolic activation and ATP production in the 

β-cell, we examined the possibility that this holds true in vivo. Thus we assessed the 

effect of pioglitazone on whole body energy expenditure. It was found that 

pioglitazone acutely reduces whole body energy metabolism, as assessed by oxygen 

consumption and CO2 production, without changing fuel selection, as indicated by 

determination of the respiratory exchange ratio. Pioglitazone did not change rat body 

temperature or ambulatory activity. The fact that body temperature did not fall does 

not preclude an effect of pioglitazone to reduce body heat production, as homeostatic 

mechanisms could result in improved conservation of body heat.  

It is not technically possible to investigate β-cell metabolism in vivo in its 

normal environment. The long duration of the islet isolation procedure (about 4 h) 

also precludes any conclusion related to acute pioglitazone effects on islet energy 

metabolism ex vivo. The demonstration of reduced whole body energy metabolism 

fits with the view that pioglitazone may reduce β-cell energy metabolism as well, and 

cause its metabolic deceleration in vivo. In accordance with this possibility, results 

obtained with INS 832/13 cells showed that β-cells oxygen consumption is rapidly 

reduced by pioglitazone, most efficiently at intermediate glucose concentrations. 

Similar reduction in oxygen consumption is likely to occur in vivo in the main organs. 

What may be the significance of this study to our understanding of the mode 

of action of the main insulin action sensitizers, TZDs and biguanides? First, these 

compounds may in addition be direct “insulin secretion decelerators”. Second, they 

may act by being mild restrictors of energy production. In our earlier work (9) we 

suggested metabolic deceleration as a possible mode of action of pioglitazone 

characterized by: 1) lack of effect at low fuel levels; 2) metabolic inhibition at sub-

maximal substrate concentrations, and 3) the relief of inhibition in the presence of 

elevated fuel levels. Thus, the direct action of pioglitazone on the β-cell may be via 

restriction of energy production. Interestingly, metformin appears to act on liver 

gluconeogenesis via reducing the hepatic energy state independently of AMPK (33; 
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34). We also found that metformin, similarly to pioglitazone, acutely reduces insulin 

secretion (9), glucose oxidation, oxygen consumption and counteracts the 

hyperpolarization of the mitochondrial membrane, most efficiently at intermediate 

glucose concentrations (JL and MP, unpublished). Thus, our earlier results in vitro 

suggested the possibility that pioglitazone and metformin share a common mode of 

action by restricting energy production (9). Moreover, certain aspects of this action 

resemble those of an acute exercise bout in muscle (reduction in ATP, increase in 

AMP and AMPK activation) (35). Therefore, interventions that cause a mild decrease 

in cellular energy status may be useful approaches to improve glucose homeostasis in 

type 2 diabetes by simultaneously and directly increasing insulin sensitivity and 

reducing hyperinsulinemia. We speculate that this dual action of these drugs that 

tackle the two characteristic features of type 2 diabetes is the reason why they are so 

efficient. Reduction of energy status at both cellular and whole-body level and the 

pharmacological agents that lead to such effects are of great interest, not only for type 

2 diabetes, but also for cancer (36), myocardial infarction (37) and lifespan (38). 

In conclusion, we propose that reduction of β-cell energy metabolism helps by 

protecting the cells from fuel surfeit that causes β-cell dysfunction and possibly death 

via several factors, including mitochondrial dysfunction, ROS production, 

endoplasmic reticulum stress and overstimulation of fuel-induced insulin secretion 

leading to the depletion of insulin stores (39). We report that pioglitazone exerts a 

direct action on the β-cell to reduce insulin secretion most likely by causing mild 

metabolic restriction/deceleration. Thus, pharmacologically-induced metabolic 

deceleration represents an attractive avenue to prevent β-cell loss due to their 

exhaustion, to reduce insulin resistance and treat type 2 diabetes. Indeed, metformin 

and pioglitazone, the only two insulin-sensitizing agents currently in widespread use, 

appear to share this mechanism of action. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Fig. 1 Pioglitazone administration acutely inhibits insulin secretion and increases 

insulin clearance in Wistar rats. Two-step hyperglycemic clamps were performed 

in animals 45 min after pioglitazone (Pio = black symbols or bars; 30 mg/kg) or 

vehicle (Ctl = white symbols or bars) administration by gavage. Glycemia was 

clamped consecutively at 8.3 mmol/l (1st step, from min 30 to 60) and 16.7 mmol/l 

(2nd step, from min 90 to 120) as represented by dotted areas, then an arginine bolus 

(174 mg/kg) was administered (min 120, after last sampling). A, Plasma glucose 

values during the procedures; B, Plasma insulin (circles) and C-peptide (squares) 

concentrations during the procedures. Two-way ANOVA post-hoc analyses: 

* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 vs vehicle-treated group; C, increment (Inc.) in 

plasma insulin and C-peptide concentrations 1 min after arginine (Arg) 

administration; D, insulin clearance estimated via C-peptide (C-pep) over insulin 

(Ins) molar ratio for first and second step of the clamps. Unpaired t-test: * P<0.05 vs 

vehicle-treated group; E, Glucose infusion rate (GIR) during the procedures. Data 

expressed as means +/- SEM, n = 7-8 animals. Ctl, control. 

 

Fig. 2 Pioglitazone administration does not acutely change insulin sensitivity in 

Wistar rats. Hyperinsulinemic-euglycemic clamps were performed in animals 

45 min after pioglitazone (Pio = black circles or bar; 30 mg/kg) or vehicle (Ctl = 

white circles or bar) administration by gavage. Glycemia was clamped at 6.5 mmol/l. 

A, Plasma glucose values during the procedures; B, Glucose infusion rate (GIR) 

during the procedures; C, Total (human plus endogenous) plasma insulin measured 

from samples collected at the indicated time points; D, M/I index of insulin 

sensitivity calculated from GIR and total plasma insulin. Data expressed as means +/-

 SEM, n = 6-5. Ctl, control; n.s., not significant. 

 

Fig. 3 Pioglitazone administration acutely reduces whole body energy 

expenditure in Wistar rats. Pioglitazone (Pio = black circles or bar; 30 mg/kg) or 

vehicle (Ctl = white circles or bar) was administered 2 h after food withdrawal and 

data collected during the following 6 h. A, Oxygen consumption (VO2); B, Carbon 
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dioxide production (VCO2); C, Energy expenditure (EE) calculated from VO2 and 

VCO2; D, Respiratory exchange ratio (RER) measured as VCO2/VO2; E, Total 

horizontal and vertical distance traveled by the animals during the 6-h air sampling. 

Data expressed as means +/- SEM, n = 7-6 for calorimetry and n = 13 for locomotor 

activity. Repeated measures ANOVA: * P<0.05 vs vehicle-treated group. Ctl, control. 

 

Fig. 4 Short term assessment of the action of pioglitazone on body temperature, 

heart rate and blood pressure in Wistar rats. Core body temperature (A), heart 

rate (B) and blood pressure (C) were monitored by biotelemetry. Pioglitazone (Pio = 

black circles or bars; 30 mg/kg) or vehicle (Ctl = white circles or bars) was 

administered 2 h after food withdrawal. Horizontal bold lines correspond to clamp’s 

last hour (performed with other animals in Figures 1 and 2); D-F, Averaged values of 

data corresponding to clamp’s last hour. Data expressed as means +/- SEM, n = 6, 

where animals were all used as both treated and control rats alternatively, with 10 

days washout in between experiments. Repeated measures ANOVA: * P<0.05 vs 

vehicle-treated group. BPM, beats per minute; Ctl, control. 

 

Fig. 5 Pioglitazone reduces oxygen consumption rate in INS 832/13 cells. A, 

Oxygen consumption rate (OCR). Pioglitazone (Pio = black symbols or bars; 

25 µmol/l) or vehicle (Ctl = white symbols or bars) was added at the time indicated 

by the bold vertical arrow after basal measurements, and glucose (2 mmol/l (2G) = 

circles; 8 mmol/l (8G) = squares; 25 mmol/l (25G) = triangles) was added 20 min 

later (thin vertical arrow). Data expressed as means +/- SEM, n = 8 (8 different wells 

in 2 separate experiments, except for 2 mmol/l glucose conditions where n = 6). 

Repeated measures ANOVA post-hoc analyses: * P<0.05, ** P<0.01 vs vehicle-

treated cells at same glucose concentration; One-way ANOVA post-hoc analyses: 

# P<0.05 vs 8 mmol/l glucose group in presence of Pio. B, Insulin secreted during 

OCR measurements. Two-way ANOVA post-hoc analyses: * P<0.001 vs vehicle-

treated cells at same glucose concentration; Unpaired t-test: # P<0.001 vs 8 mmol/l 

glucose in presence of Pio. Ctl, control. 
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Fig. 6 Lack of effect on insulin secretion of non thiazolinedione PPARγ agonists 

in INS 832/13 cells. Cells were incubated in the presence of the indicated glucose 

concentrations (Glc) and a non TZD PPARγ agonist (A, GW1929; B, CAY10599) or 

vehicle (Ctl = white bars), at concentrations equal to 15 (lightly hatched bars), 60 

(heavily hatched bars) or 600 (black bars) times its EC50 for PPARγ transactivation. 

Data expressed as means +/- SEM, n = 9 (9 different wells in 3 separated 

experiments) with GW1929 and n = 6 (6 different wells in 2 separated experiments) 

with CAY10599. Ctl, control; prot, proteins. 
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SUPPLEMENTAL DATA 

 

Fig. S1 A single pioglitazone administration increases heart rate and reduces 

blood pressure in Wistar rats. Core body temperature (A), heart rate (B) and blood 

pressure (C) were monitored by biotelemetry. Pioglitazone (Pio = black circles; 30 

mg/kg) or vehicle (Ctl = white circles) was administered 2 h after food withdrawal 

(indicated as “gavage”). Data expressed as means +/- SEM, n = 6. Repeated measures 

ANOVA: * P<0.05 vs vehicle-treated group. Ctl, control. 
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 6.3.  Résultats supplémentaires accompagnant le deuxième article 

Durant la rédaction du manuscrit, le Dr Chris Nolan, co-auteur, a soulevé la 

question suivante : est-ce que la diminution de la sécrétion d’insuline observée chez 

les animaux traités à la pioglitazone durant les clamps hyperglycémiques ne pourrait 

pas s’expliquer par une diminution de la concentration d’acides gras en circulation? 

Nous avons effectué ce dosage sur les échantillons de plasma recueillis vers la fin du 

clamp, lorsque les effets du médicament sur l’insulinémie sont importants. Les 

concentrations d’acides gras libres et de triacylglycérols ont été mesurées et sont 

présentées à la figure S6. Les triacylglycérols sont présents dans les lipoprotéines et 

peuvent être hydrolysés à la surface des cellules β pour fournir des acides gras 

capables de moduler la sécrétion d’insuline induite par le glucose (Pappan et coll. 

2005). Le traitement tend à diminuer les concentrations circulantes des deux espèces 

lipidiques, mais les différences ne sont pas significatives (figure S6). 
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Figure S6 – L’administration aigüe de pioglitazone tend à diminuer la 
concentration d’acides gras libres et de triacylglycérols en circulation chez le rat 
Wistar au cours de clamps hyperglycémiques. Acides gras libres plasmatiques 
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(AGL, graphique A) et triacylglycérols plasmatiques (TAG, graphique B) en 
circulation aux temps indiqués des clamps hyperglycémiques chez les animaux traités 
à la pioglitazone (Pio) ou avec le véhicule (Ctl) (voir section 6.2, figure 1). Les AGL 
ont été dosés par la méthode colorimétrique NEFA-HR(2) de WAKO (Richmond, 
VA, États-Unis d’Amérique). Les TAG ont été dosés par la méthode colorimétrique 
GPO Trinder de Sigma Diagnostics (Saint-Louis, MO, États-Unis d’Amérique). Les 
résultats sont exprimés en moyenne ± erreur type de la moyenne. n=7 (Ctl) ou 8 
(Pio). Le traitement à la pioglitazone est sans effet d’après une analyse ANOVA à 
deux voies. 
 

 6.4.  Retour critique sur le deuxième article 

Nouveauté et portée des résultats 

Les observations du deuxième article ajoutent de la crédibilité à la possibilité 

que la décélération métabolique de la cellule β soit un mécanisme d’action impliqué 

dans les bienfaits cliniques de la pioglitazone. Ils offrent également un début 

d’explication mécanistique aux résultats de la seule étude clinique que nous avons pu 

retracer qui se soit penchée sur les effets aigus d’un TZD. Lors de cet essai croisé, 

Farret et coll. ont effectué des clamps hyperglycémiques chez une douzaine de sujets 

masculins en santé, 45 min après qu’ils aient reçu une dose de rosiglitazone ou d’un 

placebo. Le traitement aigu à la rosiglitazone tendait à réduire l’insulinémie (Farret et 

coll. 2007). Ainsi, l’inhibition légère et réversible du métabolisme mitochondrial, au 

moins dans la cellule β, apparaît comme une approche thérapeutique à développer. 

Forces du deuxième article 

Les observations de ce deuxième article soutiennent en grande partie nos 

résultats in vitro en démontrant qu’un traitement aigu à la pioglitazone inhibe la 

sécrétion d’insuline induite par le glucose et que cette inhibition peut être associée à 

une diminution du métabolisme oxydatif des nutriments. 

Les mesures de l’homéostasie glucidique ont été réalisées avec les meilleures 

techniques expérimentales disponibles pour répondre aux questions posées : le clamp 

hyperglycémique pour mesurer la sécrétion d’insuline et le clamp 

hyperinsulinémique-euglycémique pour mesurer la sensibilité à l’insuline. 

La mesure d’une diminution du métabolisme oxydatif concomitante aux 

mesures de l’homéostasie glucidique fournit une explication plausible à l’inhibition 

de la sécrétion d’insuline, à savoir une inhibition du métabolisme mitochondriale 
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similaire à celle rapportée dans le premier article. Le fait que la pioglitazone est en 

mesure d’inhiber la consommation d’oxygène induite par le glucose des cellules INS 

832/13 renforce cette possibilité. 

Nous avons démontré dans cet article que l’effet inhibiteur des TZDs sur la 

sécrétion d’insuline in vitro n’est pas dû à leur qualité d’agonistes de PPARγ, puisque 

le traitement de cellules INS 832/13 avec deux agonistes de PPARγ qui ne sont pas 

des TZDs ne reproduit pas les effets de la pioglitazone. 

Limites du deuxième article 

Les clamps glucidiques ont été de relativement courte durée, avec des paliers 

de 30 min pour les clamps hyperglycémiques. Nous avons introduit cette contrainte 

de façon à s’en tenir aux effets aigus du médicament. Or, les clamps glucidiques 

s’analysent généralement lorsqu’un état d’équilibre dynamique est atteint entre la 

quantité d’insuline en circulation et les besoins en insuline et que le taux d’infusion 

de glucose est stable. Muniyappa et coll. suggèrent d’utiliser comme définition de 

l’état d’équilibre dynamique une période de plus de 30 min pendant laquelle le 

coefficient de variation de la glycémie, de l’insulinémie et du taux d’infusion de 

glucose est inférieur à 5 % (Muniyappa et coll. 2008). Cet état n’a pas été atteint dans 

notre étude et ne l’a probablement pas été non plus dans l’étude de Farret et coll. 

(Farret et coll. 2007). Il est ainsi difficile de déterminer de façon définitive si 

l’administration aigüe de pioglitazone affecte la sensibilité à l’insuline. C’est-à-dire 

que dans les clamps glucidiques, la sensibilité à l’insuline s’évalue à partir du taux 

d’infusion de glucose. Or, ce taux d’infusion de glucose ne s’est pas stabilisé durant 

nos expériences. Cette limitation ne pouvait pas être contournée en allongeant la 

durée des clamps pour deux raisons. D’abord parce qu’une exposition plus longue 

aurait fait intervenir les effets génomiques de la pioglitazone, compliquant 

l’interprétation des résultats. Ensuite parce que l’état d’équilibre dynamique entre la 

sécrétion d’insuline et l’action de l’insuline est constamment modifié par l’évolution 

des effets du médicament (ne serait-ce qu’à cause des variations dans sa 

concentration sanguine). 

La dose de pioglitazone utilisée pour cette étude est supérieure d’environ 50 

fois à la plus forte dose thérapeutique employée chez l’humain de façon chronique. 

Les rats n’ont cependant reçu cette dose qu’une seule fois et, en ce qui concerne les 
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clamps glucidiques, y ont été exposés durant une courte période de temps. De plus, 

ces animaux métabolisent les TZDs environ dix fois plus rapidement que l’humain 

grâce à une surexpression des cytochromes P450 CYP2C (Calixto et coll. 2011). 

Enfin, l’approche expérimentale utilisée ne permet pas d’affirmer avec 

certitude que tous les effets aigus observés sont indépendants de l’activation de 

PPARγ ou d’un quelconque effet impliquant la liaison de la pioglitazone à PPARγ. Il 

est néanmoins fort peu probable que PPARγ soit impliqué dans l’effet inhibiteur de la 

pioglitazone sur la sécrétion d’insuline induite par le glucose (voir à ce sujet la 

section 8.3). 

Questions en suspens – suites à donner au projet 

La première question laissée en suspens est à savoir si la décélération 

métabolique s’observe effectivement in vivo. Les clamps hyperglycémiques ont été 

planifiés dans le but de déterminer si la pioglitazone pouvait inhiber la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose in vivo en suivant le patron de la décélération 

métabolique. Nous avions émis l’hypothèse selon laquelle la pioglitazone inhiberait 

la sécrétion au premier palier, alors que la glycémie est clampée à une concentration 

intermédiaire de glucose (8,3 mmol/L) et serait sans effet au second palier, lorsque la 

glycémie est élevée (16,7 mmol/L). Malheureusement, la sécrétion d’insuline au 

premier palier a été trop faible pour juger adéquatement de l’effet de la pioglitazone 

et il est impossible de conclure au sujet de l’aspect de l’inhibition de la sécrétion en 

fonction de la glycémie. Pour ce faire il faudra reprendre les expériences avec des 

glycémies intermédiaire et maximale plus élevées (11 et 25 mmol/L par exemple). 

Ensuite, l’étude a été réalisée avec des animaux jeunes et sains, avec de la 

pioglitazone. L’étape suivante est de déterminer les effets aigus de la pioglitazone sur 

l’homéostasie glucidique dans un contexte de dérangements métaboliques qui se 

rapproche des conditions dans lesquelles le médicament est utilisé pour prévenir ou 

traiter le DT2. Nous voulons d’abord confirmer nos observations chez le rat Zucker 

diabetic fatty (les études sont en cours). Si les résultats sont concluants, il serait 

ensuite pertinent de répéter les expériences chez l’humain, dans des conditions 

thérapeutiques. De plus, nous ne savons pas si la metformine et la berbérine ont les 

mêmes effets aigus in vivo que la pioglitazone. La question des effets des 

médicaments sur le quotient respiratoire est particulièrement intrigante. Elle pourrait 
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distinguer in vivo les effets de la metformine de ceux de la pioglitazone (voir la 

section 8.6). 

Afin de mieux comprendre pourquoi les médicaments insulinosensibilisateurs 

sont si efficaces, il faudrait déterminer in vitro quels types cellulaires subissent une 

restriction énergétique suivant un traitement avec la metformine ou la pioglitazone et 

quel est l’aspect de cette inhibition en fonction des concentrations de glucose. Le foie 

est particulièrement intéressant pour les effets de la metformine, mais les autres tissus 

insulinosensibles, de même que les macrophages (associés aux processus 

inflammatoires) méritent d’être étudiés. 

L’effet de la pioglitazone sur la clairance de l’insuline mérite plus d’attention. 

Il pourrait bien être instrumental dans l’effet hypoinsulinémiant du médicament et 

l’amélioration de la sensibilité à l’insuline. Nos résultats suggèrent en effet une 

contribution non négligeable d’une augmentation de la clairance de l’insuline pour 

expliquer la diminution de l’insulinémie après un traitement aigu à la pioglitazone. 

Or, l’obésité et le DT2 sont associés à une diminution de la clairance de l’insuline 

impliquée dans l’hyperinsulinémie (Erdmann et coll. 2012) et éventuellement la 

résistance à l’insuline (voir section 9.5). De plus, l’enzyme qui dégrade l’insuline 

(IDE) a également comme substrat la protéine β-amyloïde (Valera Mora et coll. 

2003), qui s’accumule dans les îlots des individus atteints de DT2 (Leahy 2005). 

L’augmentation de la dégradation de l’insuline s’accompagne-t-elle d’une 

augmentation de la dégradation de la protéine β-amyloïde dans la cellule β? Et dans le 

cerveau? Un traitement aux TZDs diminue en effet la formation de plaques amyloïdes 

dans un modèle murin de maladie d’Alzheimer (Heneka et coll. 2005; Escribano et 

coll. 2010) et ralentit le développement de la maladie induite chez la souris (Heneka 

et coll. 2005; Jiang, Heneka et Landreth 2008). 



 



Discussion 

Dans cette discussion, nous revenons d’abord brièvement sur les résultats au 

chapitre 7. Nous tentons ensuite au chapitre 8 d’unifier les observations et de 

déterminer le mécanisme par lequel chacun des deux médicaments étudiés affecte le 

métabolisme et la fonction des cellules β. Enfin au chapitre 9, nous abordons 

l’implication qu’ont nos observations sur l’utilisation de la pioglitazone et de la 

metformine, de même que sur le développement de nouveaux agents antidiabétiques. 

Nous tentons plus particulièrement de déterminer comment les effets observés 

peuvent intervenir dans les bienfaits des médicaments, principalement sur la cellule β 

du pancréas. 

7. Retour sur les résultats 

 7.1.  Observations in vitro 

Nous avons étudié les effets aigus de deux médicaments antidiabétiques 

insulinosensibilisateurs sur le métabolisme et la fonction des cellules β du pancréas. 

In vitro avec les cellules INS 832/13, nous avons observé que la pioglitazone et la 

metformine inhibent la sécrétion d’insuline induite par le glucose en diminuant la 

sensibilité des cellules au glucose (déplacement vers la droite de la courbe dose 

réponse). C'est-à-dire que les médicaments inhibent la sécrétion d’insuline en 

présence de concentrations intermédiaires de glucose seulement, mais demeurent sans 

effets en conditions basales et lorsque la concentration de glucose est suffisamment 

élevée. Dans les mêmes conditions, les traitements inhibent aussi plusieurs 

paramètres du métabolisme mitochondrial des nutriments et, pour la pioglitazone, du 

métabolisme des lipides. Les composés affectent le métabolisme en suivant un 

modèle d’inhibition similaire à celui observé pour la sécrétion d’insuline, à savoir un 

effet qui se manifeste principalement lorsque les concentrations de glucose sont 

intermédiaires. Nous avons nommé « décélération métabolique » de la cellule β 

pancréatique ce patron d’inhibition, commun aux deux principaux médicaments 

insulinosensibilisants. Le phénomène s’observe également avec des îlots isolés de rat 

traités de façon aigüe avec de la pioglitazone. Les deux composés sont connus pour 

activer l’AMPK, ce qui a été vérifié dans nos conditions avec la pioglitazone. Les 
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résultats suggèrent qu’un traitement aigu à la pioglitazone ou à la metformine inhibe 

directement le métabolisme mitochondrial des cellules β et active l’AMPK, des effets 

associés à une diminution de la sensibilité au glucose des cellules β pour la sécrétion 

d’insuline. 

Dans le cas de la pioglitazone, les effets décrits sont en toute probabilité 

indépendants de l’activation du récepteur nucléaire PPARγ, puisque les temps 

d’incubation étaient très courts et que le traitement de cellules INS 832/13 avec deux 

ligands de PPARγ, dont les structures chimiques ne sont pas reliées entre elles ni avec 

celle des TZDs, ne parvient pas à inhiber la sécrétion d’insuline induite par le 

glucose. 

 7.2.  Observations in vivo 

La capacité d’un traitement aigu à la pioglitazone à inhiber la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose a été confirmée chez le rat Wistar. L’insulinémie des 

animaux traités est aussi diminuée grâce à une augmentation de la clairance de 

l’insuline. L’effet inhibiteur de la pioglitazone sur la sécrétion d’insuline in vivo 

apparaît avant une augmentation de la sensibilité à l’insuline chez des animaux sains. 

Dans les premières heures suivant l’administration du médicament par gavage, il 

provoque de plus une inhibition du métabolisme oxydatif des nutriments de tout 

l’organisme qui ne s’accompagne pas d’un changement du quotient respiratoire. Cette 

diminution de la dépense énergétique est trop faible pour changer la température 

corporelle des animaux. Les observations in vivo corroborent les résultats obtenus 

avec les cellules INS 832/13 en démontrant qu’un traitement aigu à la pioglitazone 

inhibe la sécrétion d’insuline induite par le glucose et que cette inhibition peut être 

associée à une inhibition du métabolisme oxydatif des nutriments. 
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8. Origines et conséquences des effets aigus de la 

pioglitazone et de la metformine sur le métabolisme et la 

fonction des cellules β 

 8.1.  Inhibition du complexe I par les agents insulinosensibilisateurs 

Quelle est la cible première d’un traitement aigu à la pioglitazone ou à la 

metformine dans les cellules β? Dans l’état actuel de nos connaissances, le complexe 

I de la chaîne de transport d’électron est généralement accepté comme étant une cible 

des TZDs et la cible première de la metformine (El-Mir et coll. 2000; Owen, Doran et 

Halestrap 2000; Brunmair et coll. 2004; Dykens et coll. 2008; Stephenne et coll. 

2011) (figure 7). Une inhibition de la fonction mitochondriale peut effectivement 

expliquer nos résultats. Nous avons observés in vitro avec les cellules INS 832/13 que 

les deux médicaments diminuent le potentiel de membrane mitochondrial et 

diminuent la consommation d’oxygène en présence de glucose. Ces effets 

correspondent à ceux attendus d’une inhibition du transfert d’électrons au complexe I. 

En effet, le transfert d’électrons aux complexes I, III et IV permet le déplacement de 

protons de la matrice vers l’espace intermembranaire, ce qui crée une différence de 

potentiel entre les deux espaces séparées par la membrane interne des 

mitochondries. Les électrons sont ultimement transférés à l’oxygène au complexe IV, 

dans une réaction qui produit de l’eau. Le gradient de protons permet quant à lui la 

synthèse d’ATP par l’ATP synthétase (complexe V) (Nicholls et Ferguson 2002) 

(figure 7). De fait, nous avons aussi mesuré une diminution du contenu total en ATP 

dans les cellules traitées avec la pioglitazone (section 5.2, figure 2C) (figure 8) 

surtout à des concentrations intermédiaires de glucose. 

Nous n’avons pas effectué la mesure du contenu en ATP des cellules 

INS 832/13 traitées à la metformine. Cette donnée et le ratio des différents 

nucléotides à adénine (voir section 8.5) devront être déterminés pour bien 

comprendre le mécanisme d’action de la metformine. Le traitement d’hépatocytes et 

de myocytes avec de la metformine a donné lieu à des résultats mitigés à ce sujet. Le 

traitement d’hépatocytes HepG2 (62,5 µmol/L, 24 h (Dykens et coll. 2008)) et de 

myocytes H-2Kb (2 mmol/L, 3 h (Fryer, Parbu-Patel et Carling 2002)) avec de la 
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metformine ne diminue pas le contenu en ATP des cellules étudiées. Pourtant, la 

metformine (0,25 mmol/L, 8 h; 5 mmol/L, 1 h) diminue la concentration en ATP dans 

des cultures primaires d’hépatocytes (Foretz et coll. 2010; Stephenne et coll. 2011). 

Nous revenons à la section 8.5 sur l’effet de la metformine sur le ratio des nucléotides 

à adénines et l’activation de l’AMPK. 

Les deux médicaments diminuent aussi l’oxydation du glucose en CO2 in 

vitro, un effet encore compatible avec une inhibition du complexe I. Puisque les 

électrons du NADH sont peu ou pas transférés au complexe I, il est en effet 

concevable qu’il y ait une diminution du ratio NAD+:NADH dans les matrices 

mitochondriales. Or le NAD+ est un cofacteur pour trois réactions enzymatiques qui 

génèrent du CO2 dans les mitochondries. Ces réactions sont catalysées par 1) le 

complexe pyruvate déshydrogénase et deux enzymes impliquées dans le cycle de 

Krebs, 2) l’isocitrate déshydrogénase et 3) le complexe de l’α-cétoglutarate 

déshydrogénase (Nelson, Cox et Lehninger 2008) (figure 7). De plus, les trois 

réactions sont inhibées par le NADH, qui inhibe aussi l’activité d’une autre enzyme 

du cycle de Krebs, la citrate synthase (Voet et Voet 1998). En accord avec nos 

observations in vitro, une diminution de la consommation d’oxygène et de la 

production de CO2 a également été observée in vivo chez les rats traités avec la 

pioglitazone (section 6.2, figures 3A et 3B). Les effets de la metformine sur la 

quantité de NADH ont été documentés avec des préparations de mitochondries isolés 

de foie de rats Wistar, perfusés 20 minutes avec un tampon contenant ou non 

10 mmol/L metformine. Contrairement à notre hypothèse, Batandier et coll. ont 

observé que la quantité de NADH produite par les préparations de mitochondries 

traitées à la metformine est similaire à celle produite dans les préparations témoins 

lorsque du glutamate et du malate servent de substrats (Batandier et coll. 2006). Ces 

chercheurs n’ont toutefois pas mesuré le ratio NAD+:NADH. 

Il est intéressant d’ajouter qu’une diminution du ratio NAD+:NADH 

mitochondrial devrait réduire l’activité des sirtuines. Les sirtuines sont des protéine 

lysine déacétylases qui utilisent le NAD+ comme cofacteur (Houtkooper, Pirinen et 

Auwerx 2012). L’activité des sirtuines modifie l’état d’acétylation de nombreuses 

protéines, dont des histones et des facteurs de transcription, ce qui relie l’état 

énergétique d’une cellule à l’activité transcriptionnelle (Houtkooper, Pirinen et 
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Auwerx 2012). Les facteurs de transcription ne sont toutefois pas les seules cibles des 

sirtuines. L’activité de nombreuses protéines mitochondriales est modulée en fonction 

de leur état d’acétylation dont la plupart des complexes de la chaîne de transport 

d’électrons et au moins une enzyme impliquée dans la β-oxydation (Lombard, 

Tishkoff et Bao 2011). Ces dernières protéines sont toutes régulées négativement par 

acétylation (Lombard, Tishkoff et Bao 2011). 

La diminution du métabolisme lipidique dans les cellules exposées à la 

pioglitazone peut aussi s’expliquer par une inhibition mitochondriale. La β-oxydation 

des acides gras, qui s’effectue dans la mitochondrie, demande du NAD+ (étape de la 

β-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase) et génère de l’acétyl-CoA dont l’oxydation en 

CO2 peut se poursuivre dans le cycle de Krebs de la même façon que si les carbones 

provenaient du glucose (Nelson, Cox et Lehninger 2008) (figure 7). Cette partie du 

métabolisme des lipides semble aussi inhibée par la metformine dans nos expériences 

(figure S2B). Palenickova et coll. ont d’ailleurs mesuré une inhibition de la 

consommation d’oxygène due à la metformine en utilisant la palmityl-carnitine 

comme substrat pour la respiration dans des homogénats de foie et avec des 

mitochondries isolées (Palenickova et coll. 2011). De plus, les acides gras libres 

doivent d’abord être activés en acyls-CoA pour être utilisés dans les voies 

d’oxydation ou d’estérification. Or, la synthèse d’acyls-CoA par les enzymes acyls-

CoA synthétases requiert l’hydrolyse d’ATP en AMP (Nelson, Cox et Lehninger 

2008). Dans un contexte où la production d’énergie est perturbée par l’inhibition du 

complexe I, il est envisageable que l’incorporation de palmitate à des glycérolipides 

soit réduite. C’est ce que nous avons observé, modestement, avec la pioglitazone 

(section 5.2, figure 4A à 4C). 

Avec les doses utilisées, la metformine ne semble pas en mesure de faire de 

même dans les cellules INS 832/13 (données préliminaires, non présentées), tout 

comme elle est sans effet sur la libération de glycérol (figure S5). Au contraire, la 

pioglitazone inhibe presque totalement la libération de glycérol par les cellules INS 

832/13 (section 5.2, figure 5A). Dans la cellule β, la plupart des glycérolipides ne 

s’accumulent pas, mais sont plutôt hydrolysés dans le cycle GL/AGL en produisant 

ultimement du glycérol, libéré dans le milieu extracellulaire (Nolan et Prentki 2008). 

Une diminution de l’incorporation de palmitate à des glycérolipides impliquerait ainsi 
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une diminution de l’hydrolyse des glycérolipides et de la libération de glycérol, 

comme nous l’avons observé. L’inhibition de la libération de glycérol en présence de 

pioglitazone est toutefois nettement plus prononcée que celle de l’incorporation de 

palmitate radiomarqué à des glycérolipides. Cette différence d’amplitude entre les 

deux effets pourrait provenir du fait que le glycérol libéré est dosé en totalité dans le 

milieu alors que la mesure de l’estérification des lipides n’est qu’une mesure de la 

capacité des cellules à intégrer du palmitate exogène à des glycérolipides. Ce ne sont 

peut-être pas tous les pools lipidiques intracellulaires qui sont accessibles à ce 

palmitate exogène. De plus, nous ne pouvons pas exclure la possibilité que le glycérol 

soit en partie produit par l’hydrolyse du glycérol-3-phosphate en glycérol, ce qui 

découplerait la libération de glycérol du cycle GL/AGL. Bref, il est possible de 

concevoir que l’inhibition du complexe I mène à une inhibition de la libération de 

glycérol au moins en partie suite à une diminution de la production d’ATP et des 

concentrations d’acyls-CoA. 

Mais alors, comment expliquer l’incapacité de la metformine à produire le 

même effet? Des informations au sujet des effets du médicament sur le contenu en 

ATP des cellules et les ratios AMP:ATP et ADP:ATP permettraient de mieux évaluer 

la situation. À partir des données disponibles, nous pouvons néanmoins émettre trois 

hypothèses pour expliquer pourquoi la pioglitazone et la metformine ont des effets 

différents sur le métabolisme des lipides. Mentionnons d’abord qu’aucune autre cible 

directe de la metformine n’a à notre connaissance été proposée pour expliquer une 

inhibition du métabolisme mitochondrial. Une première hypothèse est que l’inhibition 

du complexe I par la metformine ne provoque pas d’altération de la répartition 

lipidique parce que les traitements n’ont pas été assez longs pour diminuer l’énergie 

cellulaire disponible au point de ralentir directement, ou indirectement par l’AMPK 

(voir sections 8.5 et 8.6), les voies métaboliques. Contrairement à la pioglitazone, 

liposoluble, la metformine est hydrosoluble et pénètre difficilement les cellules (van 

de Merbel et coll. 1998). Or pour atteindre le complexe I, elle doit traverser deux ou 

trois membranes (la membrane plasmique, la membrane externe des mitochondries et 

peut-être la membrane interne (le site de liaison de la metformine au complexe I n’a 

pas été identifié)). Une seconde hypothèse, qui n’est pas incompatible avec la 

première, est que la pioglitazone affecte directement des réactions enzymatiques du 
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métabolisme des lipides, comme par exemple l’activité glycérol-3-phosphate 

déshydrogénase cytosolique, qui produit le glycérol-3-phosphate à partir du DHAP. 

Les prémisses à la base de cette hypothèse sont expliquées dans la section qui suit. 

Enfin, comme troisième hypothèse, l’inhibition du complexe I par la metformine 

pourrait entraîner une diminution du ratio NAD+:NADH cytosolique qui freinerait la 

glycolyse (à l’étape de l’enzyme glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) et 

redirigerait le flux de carbones vers le glycérol-3-phosphate et le cycle GL/AGL. 

L’apport de glycérol-3-phosphate pourrait soutenir la synthèse des glycérolipides et le 

cycle GL/AGL. Encore ici, l’hypothèse implique une cible différente ou 

supplémentaire au complexe I pour la pioglitazone. 
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Figure 7 – Schéma simplifié du métabolisme énergétique mitochondrial. La 
metformine inhibe le complexe I de la chaîne de transport d’électrons (CI). La 
pioglitazone pourrait aussi inhiber le complexe I, mais également l’activité du 
complexe pyruvate déshydrogénase (PDH) et la protéine mitoNEET. Voir les sections 
8.1 et 8.2 pour la description des effets des agents insulinosensibilisateurs sur le 
métabolisme mitochondrial. Le flux des électrons dans une mitochondrie énergisé est 
présenté par des flèches pointillées. Ac-CoA, acétyl-CoA; αCGDH, α-cétoglutarate 
déshydrogénase; β-ox, β-oxydation; CI à CV, complexes protéiques I à V de la chaîne 
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de transport d’électrons; DHAP, dihydroxyacétone phosphate; Gly-3-P, glycérol-3-
phosphate; Gly-3-PDH, glycérol-3-phosphate déshydrogénase; IDH, isocitrate 
déshydrogénase; MDH, malate déshydrogénase; OAA, oxaloacétate; PDH, pyruvate 
déshydrogénase; succ-CoA, succinyl-CoA; UQ, ubiquinone. 
 

 8.2.  Autres cibles mitochondriales pour les thiazolidinediones 

La pioglitazone pourrait-elle avoir une autre cible que le complexe I ou bien 

une cible additionnelle? L’article original qui décrit l’inhibition de l’activité du 

complexe I par les TZDs n’est pas particulièrement convaincant au sujet de la 

pioglitazone (Brunmair et coll. 2004). L’activité du complexe I, mesurée dans des 

homogénats de foie et de muscle de rats, n’était pas changée en présence de 

30 µmol/L pioglitazone et n’était diminuée que d’environ 15 % en présence de 

100 µmol/L pioglitazone (Brunmair et coll. 2004). À la différence de la metformine, 

la pioglitazone ne semble pas s’accumuler dans les tissus pour atteindre des 

concentrations élevées (Fujita et coll. 2003). La possibilité demeure donc que la cible 

première de la pioglitazone ne soit pas le complexe I ou pas uniquement le complexe 

I. Parmi les autres cibles directes connues ou proposées pour les TZDs, qui pourraient 

intervenir dans notre système, il y a le récepteur nucléaire PPARγ et deux protéines 

mitochondriales : la protéine CISD1/mitoNEET et le complexe pyruvate 

déshydrogénase (figure 7). 

Le complexe pyruvate déshydrogénase 

L’inhibition de l’activité du complexe pyruvate déshydrogénase par un TZD 

n’a été rapportée qu’une seule fois à notre connaissance, par Fediuc et coll. en 2008. 

En utilisant des myotubes exposés 1 h à 50 µmol/L troglitazone, ces chercheurs ont 

noté une inhibition presque totale de la décarboxylation oxydative du pyruvate – un 

effet qui était indépendant de l’activité de l’AMPK (Fediuc et coll. 2008). 

L’inhibition de l’activité pyruvate déshydrogénase (figure 7) pourrait à elle seule 

expliquer la plupart de nos résultats (diminution de la production de CO2 à partir des 

carbones du glucose, diminution de la consommation d’oxygène, diminution du 

potentiel de membrane mitochondriale, diminution du contenu cellulaire en ATP, 

diminution de l’estérification des lipides et de la lipolyse due à une diminution de 

l’énergie disponible). Alors que l’inhibition du complexe I devrait diminuer le ratio 
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NAD+:NADH dans la mitochondrie, l’inhibition de la pyruvate déshydrogénase 

devrait au contraire l’augmenter, avec pour conséquence une diminution de l’activité 

du complexe I (moins de NADH disponible) et une activation des sirtuines 

mitochondriales (qui utilisent le NAD+). Cette dernière possibilité offre une autre 

piste pour expliquer les effets différents des agents insulinosensibilisateurs sur le 

métabolisme. La metformine augmenterait l’état d’acétylation des protéines 

mitochondriales alors que la pioglitazone le diminuerait. Le profil d’acétylation des 

protéines des cellules INS 832/13 après chacun des deux traitements mériterait d’être 

comparé. 

L’inhibition de l’enzyme pyruvate déshydrogénase par la pioglitazone soulève 

la possibilité que d’autres déshydrogénases qui utilisent le NAD+/NADH comme 

cofacteur subissent le même sort, comme par exemple l’isoforme cytosolique de 

l’enzyme glycérol-3-phosphate déshydrogénase (figure 7). Pareille inhibition 

expliquerait l’importante diminution de la libération de glycérol que nous observons. 

À ce sujet, il faut ajouter que le complexe I de la chaîne de transport d’électrons 

possède une activité NADH déshydrogénase (Nicholls et Ferguson 2002). Nous 

n’avons pas mesuré les effets directs ou indirects de la pioglitazone sur les enzymes 

ayant une activité déshydrogénase dans les cellules β. 

La protéine CISD1/mitoNEET 

Une autre cible mitochondriale candidate pour expliquer les effets aigus de la 

pioglitazone est la protéine mitoNEET. Elle a été identifiée pour la première fois en 

2004 par un groupe qui cherchait précisément des cibles mitochondriales pour les 

TZDs (Colca et coll. 2004). Il s’agit d’une protéine fer-soufre localisée à la 

membrane externe des mitochondries et faisant face au cytosol (Wiley et coll. 2007) 

(figure 7). La liaison de la pioglitazone permet de stabiliser le centre fer-soufre de la 

protéine, qui autrement est labile à pH ≤ 8 (Paddock et coll. 2007). Les conséquences 

fonctionnelles de cette interaction ne sont toutefois pas encore clairement établies. La 

seule information disponible à ce sujet concerne la capacité de la protéine à agir 

comme agent réducteur. En absence de ligand TZD, la protéine mitoNEET se 

retrouve principalement sous sa forme réduite. L’interaction de la protéine avec la 

pioglitazone ou la rosiglitazone stabilise sa forme oxydée et en fait un meilleur agent 

réducteur (Bak et coll. 2009). Les auteurs de l’étude suggèrent que la capacité 
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réductrice du complexe mitoNEET-TZD puisse protéger les cellules contre le stress 

oxydatif. Ils n’ont cependant mené aucune expérience pour déterminer les 

conséquences fonctionnelles du changement de potentiel d’oxydoréduction de la 

protéine mitoNEET en présence d’un TZD. Mentionnons que la délétion génique de 

la protéine mitoNEET chez la souris diminue la respiration oxydative dépendante du 

complexe I (la seule qui ait été étudiée) (Wiley et coll. 2007). 

Les recherches sur la protéine mitoNEET ne sont donc pas encore assez 

avancées pour se prononcer au sujet de son implication ou non dans les effets aigus 

de la pioglitazone qui sont décrits dans cette thèse. Dans l’état actuel des 

connaissances, un seul argument peut être amené contre cette possibilité : la protéine 

mitoNEET ne serait pas exprimée dans le pancréas (endocrine et exocrine) d’après 

une détection immunohistochimique effectuée sur des tissus de souris (Wiley et coll. 

2007). Pourtant, selon le Beta Cell Gene Atlas, le gène est fortement exprimé dans les 

îlots (T1DBase 2012). Nous n’avons pas tenté de détecter l’expression de la protéine 

CISD1/mitoNEET dans les cellules INS 832/13 ou dans les îlots de rat. Des nouvelles 

données provenant du groupe du Dr Scherer devraient nous éclairer bientôt sur la 

fonction de cette protéine et son implication dans les effets des TZDs. D’après les 

présentations récentes du Dr Scherer, la surexpression de mitoNEET chez la souris 

récapitulerait les effets d’un traitement avec un TZD : amélioration de la sensibilité à 

l’insuline, amélioration du profil lipidique et augmentation du poids corporel (notes 

personnelles du Dr Marc Prentki). 

 8.3.  Liaison des thiazolidinediones à PPARγ 

Les TZDs sont des ligands et agonistes du récepteur nucléaire et facteur de 

transcription PPARγ. Il est donc possible qu’une partie des effets que nous observons 

en présence de pioglitazone fasse intervenir la liaison du médicament à PPARγ. Trois 

faits rendent cependant cette éventualité fort peu probable. Premièrement les 

conditions expérimentales utilisées impliquaient des temps d’exposition d’au plus 

90 min in vitro et 2h45 in vivo. In vitro, les effets de la pioglitazone sur le potentiel de 

membrane mitochondrial et le contenu en ATP ont été mesurés après seulement 

10 min d’incubation. Ces durées d’exposition sont très courtes pour observer un 

changement important dans le profil d’expression génique, susceptible d’affecter 
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profondément le métabolisme. Pour observer une modification du métabolisme due à 

un effet transcriptionnel de la pioglitazone, il faut qu’il y ait liaison du ligand au 

facteur de transcription PPARγ, transcription d’un gène cible, maturation de l’ARNm 

transcrit, traduction de l’ARNm et maturation d’une quantité suffisante de protéines 

pour influencer le métabolisme. Ces processus peuvent être rapides. Par exemple, une 

quantité importante de protéine c-Fos est détectable après une heure d’induction dans 

des cellules eucaryotes (Bravo et coll. 1985). Cela dit, une incubation de 10 min nous 

apparaît insuffisante pour provoquer des changements critiques dans le profil 

d’expression des gènes, susceptibles d’affecter le métabolisme mitochondrial. 

Deuxièmement, nous avons détecté l’ARNm de PPARγ dans les cellules INS 832/13, 

mais n’avons pas été en mesure de détecter une augmentation de l’expression de 

l’ARNm de gènes transactivés par PPARγ (gènes codant pour le récepteur CD36 

(CD36), pour l’enzyme malique (ME1), pour l’enzyme pyruvate carboxylase (PC) et 

pour l’adipophiline (PLIN2)) après 24 h d’exposition à la pioglitazone ou à deux 

autres agonistes de PPARγ, avec ou sans acide rétinoïque (GW1929 et CAY10599; 

données non présentées). Troisièmement, les agonistes de PPARγ GW1929 et 

CAY10599, qui ne sont pas des thiazolidinediones et qui ont des structures chimiques 

différentes, ne parviennent pas à inhiber la sécrétion d’insuline des cellules INS 

832/13, même à des doses très élevées (section 6.2, figure 6). Ce dernier point ne 

nous informe pas directement sur les effets des agonistes PPARγ sur le métabolisme. 

Néanmoins, si les effets aigus de la pioglitazone s’expliquaient par l’activation de 

PPARγ, les deux agonistes devraient diminuer fortement l’énergie disponible dans les 

cellules β et inhiber la sécrétion d’insuline. 

Le groupe de Bruce Spiegelman a récemment proposé un nouveau modèle 

pour expliquer les effets des TZDs sur l'expression génique dépendante de PPARγ. 

D'après ce modèle, la liaison des TZDs au récepteur nucléaire PPARγ nuirait à la 

phosphorylation du récepteur nucléaire par la kinase dépendante des cyclines CDK5 

(Choi et coll. 2010). Les chercheurs ont entre autres présenté une corrélation négative 

entre les changements de phosphorylation de PPARγ dans le tissu adipeux et les 

changements de sensibilité à l'insuline chez des patients traités durant 6 mois à la 

rosiglitazone (Choi et coll. 2010). Le gène de l’adiponectine est l’un de ceux dont 

l’expression est affectée à la baisse par la phosphorylation de PPARγ. La 
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rosiglitazone augmente ainsi l’expression de l’adiponectine en empêchant la 

phosphorylation de PPARγ (Choi et coll. 2010). La kinase CDK5 est exprimée dans 

les îlots pancréatiques d’après le Beta Cell Gene Atlas, particulièrement chez les 

rongeurs (T1DBase 2012). Lorsque nous avons étudié les effets de la 

glucolipotoxicité sur le profil d’expression des gènes des cellules INS 832/13 (El-

Assaad et coll. 2010), nous avons détecté la CDK5 et noté que son expression varie 

en présence de fortes concentrations de glucose et de palmitate (données non 

présentées). Précisons que pour que ce modèle s’applique à notre système, il faudrait 

que la CDK5 soit active en condition contrôle et que son action soit bloquée dans les 

cellules traitées. Ce nouveau mode d’action est très intéressant pour expliquer les 

effets à long terme des TZDs, dans un contexte d’augmentation de l’activité CDK5, 

mais n’est probablement pas impliqué dans nos observations, pour les mêmes raisons 

que celles avancées au sujet de l’activation de PPARγ. 

Dans un second article, le groupe du Dr Spiegelman a présenté les propriétés 

antidiabétiques du composé SR1664, qui est un ligand de PPARγ sans en être un 

agoniste (Choi et coll. 2011). Le SR1664 est en mesure de bloquer la phosphorylation 

du récepteur nucléaire par la CDK5. Utilisé in vivo, le composé améliore la sensibilité 

à l’insuline en quelques jours dans deux modèles murins de DT2 sans causer les 

effets indésirables des agonistes de PPARγ (prise de poids et rétention d’eau) (Choi et 

coll. 2011). Les chercheurs n’ont pas abordé la question des effets indépendants de 

PPARγ dans leurs études. Il sera intéressant de déterminer si cette nouvelle classe de 

ligands non agonistes de PPARγ a aussi des effets aigus sur le métabolisme 

énergétique et sur la sécrétion d’insuline induite par le glucose. 

 8.4.  Autre cible potentielle pour la metformine 

Une autre cible directe a aussi été proposée pour la metformine. La 

metformine inhibe directement l’activité AMP déaminase dans des myocytes en 

culture (Ouyang, Parakhia et Ochs 2011). Cette cible est particulièrement intéressante 

pour expliquer les conséquences d’un traitement à la metformine dans le muscle 

squelettique où le médicament provoque une augmentation de l’oxydation des acides 

gras. En effet, une augmentation de l’oxydation mitochondriale des acides gras 

s’explique mal si la metformine inhibe de façon importante le complexe I de la chaîne 
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de transport d’électrons dans le muscle car une accumulation de NADH devrait 

diminuer la β-oxydation et nuire au cycle de Krebs qui utilise l’acétyl-CoA généré 

par la β-oxydation (voir section 8.1). En inhibant l’AMP déaminase, la metformine 

augmente les concentrations d’AMP, active l’AMPK et favorise la β-oxydation 

(Ouyang, Parakhia et Ochs 2011). Les chercheurs qui ont fait cette découverte n’ont 

cependant pas effectué de mesures du métabolisme mitochondrial. Si ce mécanisme 

intervient dans nos conditions expérimentales, il s’accompagne d’une inhibition du 

métabolisme mitochondrial. 

L’augmentation de la β-oxydation en présence de metformine peut néanmoins 

s’expliquer autrement. Les électrons nécessaires à la respiration et à la synthèse 

d’ATP peuvent être fournis en aval du complexe I, ce que permet l’oxydation des 

acides gras. Les travaux de la compagnie Seahorse Bioscience illustrent clairement 

cette possibilité : en présence de metformine, la consommation d’oxygène par des 

myocytes C2C12 est fortement inhibée lorsque le substrat utilisé est le glucose, mais 

fortement augmentée lorsque du palmitate est utilisé comme substrat (Wu et coll. 

2007) . Vraisemblablement, la réoxydation du NADH n’est pas une réaction limitante 

pour la β-oxydation dans les myocytes. 

 8.5.  Activation de l’AMPK par les agents insulinosensibilisateurs 

Les effets importants des agents insulinosensibilisateurs sur l’activité 

mitochondriale (diminution du potentiel de membrane, de l’oxydation des substrats 

en CO2 et de la synthèse d’ATP) impliquent une diminution de l’énergie disponible 

dans les cellules et une réponse cellulaire pour tenter de préserver l’homéostasie 

énergétique. L’activation de l’AMPK fait partie de cette réponse cellulaire. La 

capacité des agents insulinosensibilisateurs à activer l’AMPK était connue depuis les 

travaux de Zhou et coll. en 2001 (Zhou et coll. 2001) pour la metformine et ceux de 

Fryer et coll. en 2002 pour les TZDs (Fryer, Parbu-Patel et Carling 2002). Les 

données de 2002 au sujet des TZDs permettaient de relier l’activation de l’AMPK à 

une augmentation très prononcée des ratios AMP:ATP et ADP:ATP dans les cellules 

traitées à la rosiglitazone (Fryer, Parbu-Patel et Carling 2002). L’origine de 

l’activation de l’AMPK dans ces cellules peut ainsi s’expliquer par une inhibition du 

complexe I, comme proposé en 2004 (Brunmair et coll. 2004). 
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Le mécanisme derrière l’activation de l’AMPK par la metformine est par 

contre moins évident. D’après des expériences effectuées avec des enzymes purifiées, 

la metformine n’active pas directement l’AMPK (Zhou et coll. 2001; Hawley et coll. 

2002) ni l’activité AMPKK (Hawley et coll. 2002). L’inhibition du complexe I par la 

metformine avait bien déjà été proposée comme cible (El-Mir et coll. 2000; Owen, 

Doran et Halestrap 2000), mais deux publications ont rapidement semé le doute. Dans 

ces articles, écrits chacun par un des codécouvreurs de l’AMPK, on peut lire que 

l’activation de l’AMPK en présence de metformine n’est pas due à une augmentation 

du ratio AMP:ATP (Fryer, Parbu-Patel et Carling 2002) ou ADP:ATP (Hawley et 

coll. 2002). Les conclusions de Fryer et coll. peuvent aujourd’hui être réconciliées 

avec un rôle des ratios des différents nucléotides à adénine dans l’activation de 

l’AMPK. En effet, d’après leurs résultats, obtenus à partir de myotubes murins H-2Kb 

incubés 30 minutes en présence de 2 mmol/L metformine, le médicament augmente 

clairement le ratio ADP:ATP (Fryer, Parbu-Patel et Carling 2002). Or, le ratio 

ADP:ATP serait beaucoup plus significatif pour le contrôle de l’activité de l’AMPK 

dans un contexte physiologique que le ratio AMP:ATP ou même que la concentration 

d’AMP (Oakhill, Scott et Kemp 2012). En effet, les nucléotides à adénine partagent 

deux sites de liaison sur la sous-unité γ (régulatrice) de l’AMPK et ont des affinités 

similaires pour ces sites. La liaison de l’ATP nuit à l’activité de l’AMPK (en 

favorisant la déphosphorylation de la thréonine 172 de la sous-unité catalytique) alors 

que la liaison de l’ADP ou de l’AMP favorise cette activité. À moins d’un stress 

énergétique important, les concentrations d’ADP sont toujours plus importantes que 

celles de l’AMP, d’où le rôle clé du ratio ADP:ATP pour l’activité de l’AMPK 

(Oakhill, Scott et Kemp 2012). 

Le cas du second article est plus intrigant. Hawley et coll. n’ont pas noté de 

changement dans le ratio ADP:ATP de cellules H4IIE (hépatome de rat) traités 

18 heures avec 2 mmol/L metformine, alors que l’AMPK était clairement activée 

(Hawley et coll. 2002). En utilisant de l’oligomycine pour inhiber la synthèse d’ATP, 

ils ont également démontré qu’il y a un seuil à partir duquel le ratio ADP:ATP est 

suffisamment augmenté pour activer l’AMPK dans leur système. Ce seuil était assez 

élevé pour conclure que de petites variations indétectables du ratio ADP:ATP en 
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présence de metformine ne pouvaient pas expliquer l’activation de l’AMPK (Hawley 

et coll. 2002). Les chercheurs n’ont pas proposé un autre mécanisme. 

Nous n’avons pas mesuré les effets de la metformine sur les concentrations 

relatives des différents nucléotides à adénine dans nos conditions expérimentales. 

Nous n’avons d’ailleurs pas vérifié l’activation de l’AMPK dans ces conditions, la 

jugeant hautement probable et dispensable à l’introduction de la théorie de la 

décélération métabolique. Il demeure ainsi envisageable que le traitement à la 

metformine n’ait pas permis d’activer l’AMPK dans nos conditions expérimentales. 

 8.6.  Effets de l’activation de l’AMPK sur le métabolisme 

L’activité AMPK intervient-elle dans les effets des agents 

insulinosensibilisateurs sur le métabolisme de la cellule β? Les paragraphes qui 

suivent présentent les différentes voies métaboliques qui pourraient être affectées par 

l’activité AMPK dans nos modèles expérimentaux. Toutefois, ces modèles ne 

permettent pas de déterminer l’importance du rôle de l’activité AMPK dans les effets 

des agents insulinosensibilisateurs, ni même si l’AMPK a un rôle à y jouer. Le 

portrait est compliqué par le fait que la cause de l’activation de l’AMPK est liée aux 

effets négatifs des médicaments sur le métabolisme énergétique, alors que l’activité 

AMPK devrait avoir un effet positif sur les mêmes voies métaboliques, productrices 

d’énergie. Pour sortir de l’impasse, il faudrait reprendre les expériences en modulant 

l’activité de l’AMPK par des approches moléculaires. Et encore, l’interprétation des 

résultats serait compliquée par le fait que ces approches altèrent le profil d’expression 

génique du modèle. 

Activation de l’AMPK et métabolisme des lipides 

Du côté du métabolisme des lipides, l’activité AMPK inhibe trois enzymes 

anaboliques clés : l’acétyl-CoA carboxylase (Carling, Zammit et Hardie 1987), 

présentée plus haut et qui catalyse la première étape de la synthèse des acides gras; 

l’hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase (Carling, Zammit et Hardie 1987), étape 

limitante de la voie de synthèse du cholestérol; et la glycérol-3-phosphate 

acyltransférase (Muoio et coll. 1999), étape limitante de la voie de synthèse des 

glycérolipides. De ces voies anaboliques, nous n’avons étudié que celle de la synthèse 

des glycérolipides, en mesurant l’incorporation du [1-14C]palmitate à différentes 
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espèces lipidiques (triacylglycérol, diacylglycérol, phospholipides et esters de 

cholestérol) durant 45 min dans les cellules INS 832/13. En présence d’une 

concentration intermédiaire de glucose (6 mmol/L), 50 µmol/L pioglitazone diminue 

d’environ 50 % l’incorporation du traceur au diacylglycérol et d’environ 25 % aux 

phospholipides. Dans les mêmes conditions expérimentales, 5 mmol/L metformine ne 

semble pas en mesure de changer l’incorporation de palmitate à ces espèces 

lipidiques (n=4 puits au sein de 2 expériences – données non présentées). 

Tout en freinant la biosynthèse des acides gras, l’inhibition de l’enzyme 

acétyl-CoA carboxylase stimule aussi le catabolisme des lipides. En effet, l’acétyl-

CoA carboxylase produit du malonyl-CoA qui est un inhibiteur de l’enzyme 

carnitine-palmitoyltransférase-1, responsable de l’entrée des acyls-CoA à longue 

chaîne dans la mitochondrie (McGarry et Foster 1979). L’activation de l’AMPK 

devrait ainsi favoriser la voie métabolique de la β-oxydation. Pourtant, dans nos 

expériences in vitro, ni la metformine (figure S2B), ni la pioglitazone (section 5.2, 

figure 4D) ne parviennent à stimuler l’oxydation des lipides. La même incapacité de 

la pioglitazone à augmenter l’oxydation des lipides a été observée in vivo lors des 

mesures de calorimétrie indirecte (section 6.2, figure 3D). Dans ces expériences, le 

quotient respiratoire est demeuré inchangé dans les heures suivant l’administration de 

la pioglitazone. Pourtant, l’administration de metformine par gavage semble en 

mesure de diminuer l’oxydation des acides gras chez des rats Sprague-Dawley (Cool 

et coll. 2006). Il sera intéressant de déterminer quel est l’effet de la metformine sur le 

quotient respiratoire dans nos conditions expérimentales, puisqu’elle est aussi en 

mesure de réduire la production de CO2 in vitro. Une explication envisageable pour 

nos observations vient de l’inhibition du métabolisme mitochondrial observée in 

vitro. Même si l’activation de l’AMPK favorise la β-oxydation, les dernières étapes 

de cette oxydation demeurent la production de CO2 dans le cycle de Krebs, un 

paramètre clairement réduit dans nos expériences. La cause pourrait en être 

l’accumulation de NADH suite à l’inhibition du complexe I (voir section 8.1). 

La lipolyse est une autre voie catabolique régulée par l’AMPK, du moins dans 

les adipocytes et les myocytes. Le rôle fonctionnel de cette régulation n’est toutefois 

pas totalement élucidé. L’activité AMPK stimule la lipolyse en activant directement 

la lipase adipocytaire du triacylglycérol (Ahmadian et coll. 2011) et l’absence 
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d’activité AMPK nuit à la capacité lipolytique d’adipocytes en culture (Yin, Mu et 

Birnbaum 2003). Dans l’étude d’Ahmadian et coll., la concentration d’acides gras en 

circulation est augmentée 5 heures après l’administration d’AICAR (un activateur de 

l’activité AMPK) in vivo, en accord avec une augmentation de la lipolyse (Ahmadian 

et coll. 2011). D’autres chercheurs ont néanmoins documenté une inhibition de la 

lipolyse dans les muscles et les adipocytes lorsque l’activité AMPK est augmentée in 

vitro par des approches pharmacologiques ou moléculaires (Sullivan et coll. 1994; 

Watt et coll. 2004; Daval et coll. 2005; Watt et coll. 2006; Anthony, Gaidhu et 

Ceddia 2009; Bourron et coll. 2010). Les travaux de Bourron et coll., effectués avec 

des adipocytes humains en culture, décrivent même l’effet inhibiteur d’un traitement 

de 1 heure à la metformine ou à la pioglitazone sur la lipolyse stimulée par un 

activateur β-adrénergique ou le facteur natriurétique auriculaire (Bourron et coll. 

2010). Dans nos expériences, la pioglitazone inhibe de façon importante la libération 

de glycérol stimulée par le glucose in vitro, et diminue légèrement la concentration 

d’acides gras en circulation chez les rats traités (figure S6A), suggérant une 

inhibition de la lipolyse. Cela dit, la question du rôle de l’AMPK dans la régulation 

aigüe de la lipolyse doit encore être clarifiée, non seulement dans la cellule β mais 

également dans les adipocytes. 

Activation de l’AMPK et métabolisme du glucose 

Les conséquences de l’activation de l’AMPK sur le métabolisme du glucose 

sont documentées principalement dans les muscles et le foie. L’activité AMPK 

stimule le transport du glucose et inhibe la synthèse de glycogène dans les muscles, 

stimule la glycolyse dans le cœur et inhibe la gluconéogenèse hépatique (Carling 

2004; Kahn et coll. 2005). Pour activer la glycolyse dans les cardiomyocytes, 

l’AMPK phosphoryle et active directement l’enzyme 6-phosphofructo-2-kinase 

(Marsin et coll. 2000). Cette enzyme produit du fructose 2,6-bisphosphate, un 

activateur allostérique de l’enzyme glycolytique phosphofructokinase (Nelson, Cox et 

Lehninger 2008). Il existe au moins quatre isoformes de cette enzyme qui seraient 

toutes exprimées dans la cellule β d’après le Beta Cell Gene Atlas (T1DBase 2012). 

Ainsi, si cette voie de signalisation devait être opérationnelle dans la cellule β, 

l’activation de l’AMPK par les agents insulinosensibilisateurs devraient y augmenter 

l’utilisation du glucose. D’un autre côté, si ces agents inhibent en premier lieu le 
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complexe I de la chaîne de transport d’électrons, l’augmentation attendue du ratio 

NAD+:NADH devrait au contraire freiner la glycolyse puisque l’enzyme 

glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, sixième réaction de la voie 

glycolytique, utilise le NAD+ comme cofacteur. Nous avons tenté de mesurer in vitro 

l’utilisation du glucose dans les cellules β traités avec de la pioglitazone, mais pour 

une raison qui nous échappe, la méthode employée (formation d’eau tritiée à partir de 

[5-3H]glucose) n’a pas permis de générer des données fiables. 

La capacité de l’AMPK à stimuler la glycolyse ne s’observe pas dans tous les 

tissus. Dans le cerveau de rats carencés en cuivre à la naissance, l’AMPK est 

clairement activée alors que la concentration de fructose 2,6-bisphosphate est 

diminuée et que la glycolyse est ralentie (Gybina et Prohaska 2008). Dans des 

cultures primaires d’hépatocytes de rongeurs (des cellules qui, comme les cellules β, 

expriment le couple de protéines GLUT2-glucokinase), l’activité AMPK a même 

plutôt été associée à une diminution de la glycolyse provoquée par une diminution de 

la présence cytoplasmique de l’enzyme glucokinase. Mukhtar et coll. ont en effet 

rapporté qu’un traitement à l’AICAR inhibe la translocation de la glucokinase du 

noyau au cytoplasme, autrement induite par le glucose (Mukhtar et coll. 2008). La 

diminution de la localisation cytoplasmique de la glucokinase coïncide avec une 

diminution de la phosphorylation du glucose (Mukhtar et coll. 2008). Pareil effet dans 

notre modèle expérimental pourrait contribuer à la diminution de l’oxydation du 

glucose, du potentiel de membrane mitochondrial et du contenu en ATP des cellules. 

La question demeure donc ouverte à savoir si la glycolyse est augmentée, diminuée 

ou inchangée dans les cellules β traitées de façon aigüe avec de la pioglitazone. 

Autres considérations au sujet de l’activation de l’AMPK 

In vivo, l’activation de l’AMPK dans l’hypothalamus est en mesure de réguler 

l’homéostasie énergétique à l’échelle de l’organisme, entre autres en stimulant la 

prise alimentaire (Andersson et coll. 2004; Minokoshi et coll. 2004). De plus, il est 

clair que l’activation de l’AMPK implique une modification du profil d’expression 

génique qui intervient forcément dans les effets des médicaments 

insulinosensibilisateurs utilisés de façon chronique. Notamment, l’activation de 

l’AMPK conduit à une augmentation de la biogenèse mitochondriale et participe au 

contrôle de la qualité mitochondriale (Hardie 2011). 
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 8.7.  Inhibition de la voie de déclenchement de la sécrétion d’insuline 

Les effets des agents insulinosensibilisateurs sur le métabolisme offrent 

plusieurs pistes pour expliquer l’inhibition de la sécrétion d’insuline induite par le 

glucose. Ces effets suivent généralement le même modèle d’inhibition avec les 

cellules INS 832/13 : aucun changement en présence de concentrations non 

stimulantes de glucose; une inhibition marquée lorsque les concentrations de glucose 

sont intermédiaires (entre 3-5 mmol/L et 10-16 mmol/L); une perte de l’inhibition 

lorsque les concentrations de glucose sont élevées (≥10-16 mmol/L). Nous avons 

appelé « décélération métabolique » ce patron d’inhibition. Ce ne sont pas tous les 

paramètres mesurés qui le suivent. Par exemple, l’oxydation du glucose en CO2 en 

présence de metformine (figure S2A) ne le respecte pas. Néanmoins, le patron est 

suivi pour les effets de la pioglitazone sur l’oxydation du glucose et le contenu total 

en ATP des cellules, de même que pour les effets de la metformine sur le potentiel de 

membrane mitochondrial (figure S3). L’inhibition de ces paramètres suffit à 

expliquer une diminution de la production d’énergie mitochondriale qui se fait selon 

le modèle de la décélération métabolique. Or, les mécanismes de sécrétion d’insuline 

dépendent d’abord du métabolisme mitochondrial du glucose (Antinozzi et coll. 

2002; Malmgren et coll. 2009). 

Une diminution de la production d’énergie devrait influencer le ratio 

ADP:ATP, qui est le facteur de couplage entre le métabolisme du glucose et la voie 

de déclenchement de la sécrétion d’insuline induite par le glucose. Pour déclencher la 

sécrétion d’insuline, le métabolisme du glucose entraîne la diminution du ratio 

ADP:ATP, ce qui provoque la fermeture des canaux KATP, la dépolarisation de la 

membrane plasmique, l’ouverture des canaux calciques qui dépendent du potentiel de 

membrane et l’influx de calcium nécessaire à la libération des granules contenant 

l’insuline (Prentki 1996). Les agents insulinosensibilisateurs inhibent la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose en suivant le patron de la décélération métabolique. 

Les effets mitochondriaux de ces médicaments, qui augmentent probablement le ratio 

ADP:ATP, suffisent ainsi à expliquer pourquoi ils inhibent la sécrétion d’insuline 

induite par le glucose. Il serait pertinent de vérifier l’effet des traitements sur le ratio 

ADP:ATP. 
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 8.8.  Inhibition des voies d’amplification de la sécrétion d’insuline 

La voie de déclenchement permet l’augmentation de la concentration de 

calcium cytosolique indispensable à l’exocytose des granules de sécrétion d’insuline 

(Henquin 2000). L’inhibition de cette voie rend donc inopérants les mécanismes 

d’amplification de la sécrétion. Néanmoins, puisque nous mesurons une sécrétion 

d’insuline induite par le glucose en présence des agents insulinosensibilisateurs, il est 

probable que ces agents influencent aussi les voies d’amplification de la sécrétion 

d’insuline. Le modèle expérimental que nous avons utilisé pour mesurer la sécrétion 

d’insuline ne permet pas d’identifier la contribution spécifique des voies 

d’amplification. Voici tout de même comment ces voies pourraient être impliquées 

dans l’inhibition de la sécrétion d’insuline ou dans son rétablissement en présence de 

concentrations élevées de glucose. 

Modulation de la répartition lipidique 

Différentes voies métaboliques permettent de moduler la sécrétion d’insuline 

induite par le glucose de façon à l’adapter aux besoins en insuline réels et instantanés 

de l’organisme (Nolan et Prentki 2008). Notre laboratoire étudie depuis plusieurs 

années le rôle du métabolisme des lipides dans l’amplification de la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose et a proposé le modèle de la voie du malonyl-

CoA/acyls-CoA à longue chaîne. D’après ce modèle, le métabolisme mitochondrial 

du glucose mène à une augmentation du malonyl-CoA cytosolique qui freine la β-

oxydation des acides gras à longue chaîne et les redirige vers d’autres voies où ils 

servent de molécules de signalisation (Prentki et coll. 1992). En particulier, le cycle 

GL/AGL intègre plusieurs voies métaboliques qui génèrent des molécules identifiées 

ou proposées comme modulateurs de la sécrétion (Prentki et Madiraju 2008). La 

partie lipolytique du cycle semble particulièrement importante. En effet, la 

diminution de l’expression de la lipase adipocytaire du triacylglycérol dans les 

cellules INS 832/13 et l’ablation génique de cette lipase chez la souris ont été 

associées à une diminution de la sécrétion d’insuline induite par le glucose (Peyot et 

coll. 2009). Au contraire, chez le rat Zucker fatty, un modèle de compensation des 

cellules β, l’hypersécrétion d’insuline corrèle avec une augmentation importante de la 

lipolyse (Nolan et coll. 2006). 
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La capacité de la pioglitazone à activer l’AMPK et éventuellement à modifier 

la répartition des lipides et la sécrétion d’insuline induite par le glucose était à la base 

de notre projet (voir section 4.1). Cette manipulation pharmacologique devait 

favoriser la β-oxydation et diminuer l’incorporation des lipides à des molécules de 

signalisation. Suivant notre première hypothèse, la diminution des molécules de 

signalisation lipidique en présence de pioglitazone devait diminuer la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose. Malgré l’activation de l’AMPK, la pioglitazone n’a 

pas augmenté la β-oxydation. Par contre, le traitement diminue l’incorporation du 

palmitate à des glycérolipides (section 5.2, figure 4) et inhibe fortement la libération 

de glycérol par les cellules INS 832/13 (section 5.2, figure 5A). La première mesure 

donne une indication sur l’activité anabolique du cycle GL/AGL, alors que la seconde 

est un indicateur de l’activité lipolytique. L’inhibition concomitante de ces deux 

paramètres suggère fortement que le cycle GL/AGL est ralenti dans les cellules β 

traitées avec de la pioglitazone. Les résultats au sujet de la libération de glycérol ne 

permettent pas de déterminer s’il s’agit de décélération métabolique ou non; il aurait 

fallut ajouter des conditions avec des concentrations de glucose supérieures à 

10 mmol/L. L’inhibition de la glycérolipogenèse n’est toutefois apparente qu’en 

présence de concentrations intermédiaires de glucose, là où l’inhibition de la 

sécrétion d’insuline est la plus prononcée. Ces éléments permettent d’envisager que 

l’inhibition du cycle GL/AGL par la pioglitazone suit le patron de la décélération 

métabolique et participe à l’inhibition de la sécrétion d’insuline.  

En présence de metformine par contre, le cycle GL/AGL ne semble pas du 

tout affecté malgré la nette inhibition de la sécrétion d’insuline. Les conséquences 

fonctionnelles de cette différence entre les effets des deux agents antidiabétiques sur 

le métabolisme lipidique ne sont pas évidentes. Les courbes de sécrétion d’insuline 

induite par le glucose ont des aspects légèrement différents selon que les cellules sont 

traitées avec la pioglitazone ou avec la metformine. Les effets des médicaments sur le 

métabolisme lipidique ont-ils quelque chose à y voir? La question demeure ouverte. 

Les résultats concernant le métabolisme des lipides réfutent donc en partie 

l’hypothèse initiale : l’activation pharmacologique de l’AMPK par des agents 

insulinosensibilisateurs ne parvient pas à stimuler la β-oxydation comme nous 

l’avions prévu. Néanmoins, le traitement aigu de cellules INS 832/13 avec de la 
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pioglitazone diminue l’estérification des lipides et la lipolyse, des effets qui 

pourraient participer à l’inhibition de la sécrétion d’insuline induite par le glucose. 

Quant à l’objectif de déterminer le rôle de l’AMPK dans les mécanismes de sécrétion 

d’insuline induite par le glucose, il ne peut clairement pas être atteint par l’approche 

pharmacologique employée. D’abord parce que les outils ne sont pas spécifiques 

(l’activation de l’AMPK par les agents insulinosensibilisateurs est indirecte et n’est 

impliquée que dans une partie de leurs effets) et ensuite à cause de la fonction même 

de l’AMPK, qui est de réguler l’homéostasie énergétique, elle-même intimement liée 

aux mécanismes de sécrétion d’insuline induite par le glucose. En fait, on ne peut 

manipuler artificiellement l’activité de l’AMPK sans altérer la sécrétion d’insuline, 

que l’activité de l’AMPK soit indispensable ou accessoire dans la régulation 

physiologique de la sécrétion d’insuline. L’identification de nouveaux substrats de 

l’AMPK directement impliqués dans les mécanismes de sécrétion d’insuline induite 

par le glucose (par exemple des protéines nécessaires au déplacement ou à 

l’exocytose des granules de sécrétion) est une approche qui permettrait de se 

rapprocher de l’objectif que nous nous étions fixé. 

Augmentation des dérivés réactifs de l’oxygène 

Les espèces réactives dérivées de l’oxygène ont aussi été proposées comme 

facteur de couplage impliquées dans l’amplification de la sécrétion d’insuline induite 

par le glucose (Pi et coll. 2007; Leloup et coll. 2009). Plusieurs expériences ont été 

menées au laboratoire pour quantifier les dérivés réactifs de l’oxygène parallèlement 

à la sécrétion d’insuline. Récemment, deux fluorophores sensibles aux dérivés 

réactifs de l’oxygène ont été employés : le dihydroéthidium (HE; utilisé d’avantage 

pour détecter l’anion superoxyde) et le diacétate de chlorométhyl-

dichlorodihydrofluorescéine (CM-H2DCFDA; qui réagit avec de nombreuses 

molécules dont le peroxyde d’hydrogène). Les expériences ont été réalisées avec des 

cellules INS 832/13 et des îlots de souris, en ajoutant les fluorophores avant ou après 

les traitements, en présence ou non d’inhibiteurs des canaux associés à la 

multirésistance aux médicaments (capables de pomper les fluorophores à l’extérieur 

de la cellule), et la fluorescence a été détectée par deux techniques : en cytométrie de 

flux (figure S4) et en microscopie confocale (expériences réalisées par Émilie Pepin). 

Dans toutes les expériences effectuées, l’augmentation de la concentration de glucose 
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a été associée à une diminution de la détection des dérivés réactifs de l’oxygène, 

comme présenté à la figure S4 (cellules INS 832/13 chargées avec le HE). 

D’autres groupes ont fait le même constat avec les mêmes fluorophores 

(Martens et coll. 2005; Lacraz et coll. 2009; Rebelato et coll. 2011; Sarre et coll. 

2012). Pour expliquer cet effet, Rebelato et coll. ont proposé qu’en présence de 

concentrations stimulantes de glucose, il y a une augmentation de la voie des pentoses 

phosphates et de la production de NADPH, ce qui crée un environnement favorable à 

la réduction des espèces réactives dérivées de l’oxygène (Rebelato et coll. 2011). Ces 

données sont difficilement réconciliables avec la proposition selon laquelle les 

dérivés réactifs de l’oxygène agissent comme facteur de couplage pour stimuler la 

sécrétion d’insuline. 

Dans nos expériences, l’exposition des cellules INS 832/13 à la metformine a 

mené à une diminution de la détection des espèces réactives dérivées de l’oxygène, 

particulièrement de l’anion superoxyde (figure S4). La même observation a été faite 

par Ouslimani et coll. en 2005 dans des cellules endothéliales (Ouslimani et coll. 

2005). Si les dérivés réactifs de l’oxygène devaient se révéler être effectivement des 

molécules de signalisation pour la sécrétion d’insuline, alors une partie de l’effet 

inhibiteur de la metformine pourrait être associée à leur diminution. 

 8.9.  Activation des voies qui freinent la sécrétion d’insuline 

Il a été question jusqu'ici de voies métaboliques qui amplifient la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose. Cependant, pour ajuster parfaitement la sécrétion 

d’insuline aux besoins de l’organisme, la cellule β possède probablement aussi des 

mécanismes qui la régulent à la baisse (Pepin et coll. 2010). D’ailleurs, à l’origine de 

cette thèse, nous voulions utiliser la pioglitazone et la metformine comme outils pour 

activer l’AMPK et favoriser la β-oxydation dans les cellules β. Nous avions émis 

l’hypothèse selon laquelle cette altération de la répartition lipidique diminuerait la 

sécrétion d’insuline induite par le glucose. L’oxydation des lipides, qui autrement 

pourraient servir de molécules de signalisation, a en effet été proposée comme un 

signal d’arrêt de la sécrétion (Nolan et Prentki 2008). 

Modulation de la répartition lipidique 
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L’augmentation de la β-oxydation a récemment été associée à une diminution 

de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose dans un modèle animal de DT2 

étudié au laboratoire, les souris rendues obèses par la diète (souris DIO, pour diet-

induced obesity). Les îlots des souris obèses sécrètent moins d’insuline que les souris 

témoins lorsqu’ils sont stimulés par le glucose. Or, les îlots des animaux obèses 

oxydent significativement plus le palmitate et semblent avoir un cycle GL/AGL 

moins important (Peyot et coll. 2010). Cela dit, ni le traitement à la pioglitazone, ni 

celui à la metformine est en mesure de stimuler l’oxydation du palmitate dans les 

cellules INS 832/13. Cette incapacité a même été observée in vivo, puisque le gavage 

des rats avec la pioglitazone n’a pas pu modifier leur quotient respiratoire (section 

6.2, figure 3D). Ainsi, les agents insulinosensibilisateurs ne diminuent pas la 

sécrétion d’insuline de façon aigüe en augmentant la β-oxydation, une voie qui agit 

comme modulateur négatif de la sécrétion d’insuline induite par le glucose. Pourtant, 

traiter les cellules β à la pioglitazone active l’AMPK, ce qui devrait favoriser la β-

oxydation (sauf si le médicament provoque une accumulation de NADH due à 

l’inhibition du complexe I (voir section 8.1)). 

Effets toxiques 

Est-ce que l’inhibition par la pioglitazone et la metformine de la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose peut être provoquée par des effets toxiques de ces 

médicaments ou qui ne sont pas reliés au métabolisme? Nous n’avons pas 

directement mesuré la viabilité des cellules INS 832/13 dans les conditions 

expérimentales utilisées. Par contre, quelques faits permettent d’affirmer que la 

viabilité des cellules n’est pas affectée. Premièrement, la libération basale d’insuline 

est normale, comme l’est la sécrétion d’insuline induite par des concentrations 

élevées de glucose (section 5.2, figure 1D et figure S5A) et son amplification par le 

palmitate (section 5.2, figure 1C). De même, ces médicaments 

insulinosensibilisateurs affectent peu ou pas la libération d’insuline induite par le 

potassium (35 mmol/L KCl, in vitro (section 5.2, figure 1B et 3D)) et l’arginine 

(environ 16,7 mmol/L, in vivo (section 6.2, figure 1C)). Ces conditions 

expérimentales court-circuitent le contrôle des canaux KATP sur la sécrétion d’insuline 

en dépolarisant directement la membrane plasmique des cellules β et permettent 

d’étudier l’état des mécanismes d’exocytose des granules de sécrétion. 
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Deuxièmement, l’inhibition provoquée par la pioglitazone est levée ou tend à l’être 

pour tous les paramètres métaboliques mesurés (section 5.2). Troisièmement, le 

contenu en insuline des cellules n’est pas affecté par les traitements (donnée non 

présentée). Enfin, les différents traitements n’affectent pas l’aspect des cellules au 

microscope à contraste de phase. 

 8.10.  Modèles proposés 

La figure 8 résume schématiquement les éléments discutés plus haut en les 

intégrant dans un modèle qui décrit comment la pioglitazone et la metformine 

peuvent altérer le métabolisme et la fonction des cellules β. En voici une présentation 

détaillée. Les résultats présentés dans cette thèse sont en accord avec un effet aigu de 

la pioglitazone et de la metformine qui fait d’abord intervenir une cible 

mitochondriale. L’interaction des agents antidiabétiques avec cette cible provoque 

une inhibition du métabolisme mitochondrial. Dans le cas de la metformine, cette 

cible est probablement le complexe I de la chaîne de transport d’électrons. Dans le 

cas de la pioglitazone, la ou les cibles n’ont pas été clairement identifiées. 

L’inhibition du complexe enzymatique pyruvate déshydrogénase ou de plusieurs 

déshydrogénases est une avenue particulièrement attrayante, sur laquelle nous 

miserions pour poursuivre les recherches. 

La liaison des composés avec cette ou ces cibles implique une diminution du 

transport d’électrons et de la translocation de protons de la matrice mitochondriale à 

l’espace intermembranaire. Cet effet entraîne une diminution du potentiel de 

membrane mitochondrial (établi par le gradient de protons de part et d’autre de la 

membrane interne des mitochondries) (article 1 à la section 5.2, figure 2B pour la 

pioglitazone et figure S3 pour la metformine) et une diminution de la consommation 

d’oxygène (qui est l’accepteur final des électrons au complexe IV (Nicholls et 

Ferguson 2002)) (article 2 à la section 6.2, figure 5A pour la pioglitazone). 

L’inhibition du complexe I nuit à la réoxydation du NADH en NAD+, ce qui diminue 

le ratio NAD+:NADH au détriment de l’activité des déshydrogénases mitochondriales 

qui dépendent du NAD+ comme cofacteur et qui, pour certaines, sont inhibées par le 

NADH. Trois de ces déshydrogénases sont également des décarboxylases qui libèrent 

du CO2. En admettant que la pioglitazone inhibe des activités déshydrogénases dans 
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notre système, et en particulier l’activité pyruvate déshydrogénase, elle diminue 

directement la production de CO2 et augmente le ratio NAD+:NADH. L’augmentation 

du ratio NAD+:NADH par la pioglitazone active les sirtuines, alors que la 

metformine, qui cause une diminution de ce ratio, les inhibe. Ces différences, si elles 

se vérifient, devraient s’accompagner d’un profil d’acétylation différent pour les deux 

traitements (davantage de protéines acétylées lors d’un traitement à la metformine). 

Plusieurs déshydrogénases mitochondriales du cycle de Krebs (ce n’est pas le cas du 

complexe pyruvate déshydrogénase) font partie d’une voie métabolique qui est 

commune à l’oxydation complète du glucose et à celle des acides gras (Nelson, Cox 

et Lehninger 2008). La production de CO2 à partir des deux substrats est donc 

diminuée dans les conditions où ces substrats sont utilisés comme principale source 

de carburant (l’oxydation du glucose est inhibée en présence de fortes concentrations 

de glucose et l’oxydation du palmitate est inhibée en présence de faibles 

concentrations de glucose) (article 1 à la section 5.2, figures 2A et 4D pour la 

pioglitazone et figure S2 pour la metformine). 

La diminution du potentiel de membrane mitochondrial provoque une 

diminution de la synthèse d’ATP (qui utilise le gradient de protons (Nicholls et 

Ferguson 2002)) (article 1 à la section 5.2, figure 2C) et entraîne une augmentation 

des ratios AMP:ATP et ADP:ATP. Il y a ainsi moins d’énergie disponible dans la 

cellule. La diminution de l’énergie disponible, principalement le ratio ADP:ATP, 

active l’AMPK. En présence de metformine, la diminution de l’énergie disponible 

n’est pas suffisante pour inhiber les voies anaboliques des lipides et le cycle GL/AGL 

n’est pas affecté (figure S5B). Par contre en présence de pioglitazone, la diminution 

de l’énergie disponible est plus importante et inhibe l’incorporation des acides gras à 

des glycérolipides (article 1 à la section 5.2, figure 4). L’augmentation de l’activité 

AMPK diminue également cette voie en inhibant l’enzyme glycérol-3-phosphate 

acyltransférase. La diminution de la libération de glycérol (article 1 à la section 5.2, 

figure 5A), qui provient de l’activité lipolytique, est une conséquence de l’inhibition 

de la synthèse de glycérolipides puisque ces deux mécanismes sont liés par le cycle 

GL/AGL. 

La diminution de l’énergie disponible, plus particulièrement l’augmentation 

du ratio ADP:ATP, nuit à la sécrétion d’insuline induite par le glucose en empêchant 
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le déclenchement de la sécrétion d’insuline. En présence de pioglitazone, le cycle 

GL/AGL est inhibé, ce qui réduit la production de molécules de signalisation 

lipidique qui pourraient autrement amplifier la sécrétion d’insuline. Cette chaîne 

d’événements se manifeste lorsque la concentration de glucose est modérée. Lorsque 

les cellules font face à une concentration élevée de glucose, le métabolisme oxydatif 

est assez important pour permettre le rétablissement du potentiel de membrane 

mitochondrial et la production d’énergie nécessaire à une sécrétion d’insuline 

normale. 
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Figure 8 – Modèles proposés pour expliquer les effets aigus de la pioglitazone 
(A) et de la metformine (B) sur le métabolisme et la fonction des cellules β. Voir 
la section 8.10 pour la description détaillée du modèle. AG, acide gras; CI, complexe 
I; Cons. O2, consommation d’oxygène; Ctl, contrôle; DAG, diacylglycérol; DH, 
déshydrogénases ; ΔΨm, potentiel de membrane mitochondrial; GL, glycérolipides; 
KATP, canal potassique dépendant de l’ATP; LC-CoA, acyls-CoA à longue chaîne; 
Metf, metformine; PA, acides phosphatidiques; PDH, complexe pyruvate 
déshydrogénase; Pio, pioglitazone; Prod. CO2, production de CO2; SIIG, sécrétion 
d’insuline induite par le glucose; Transp. d’ē, chaîne de transport d’électrons. Figures 
adaptées de la figure 6 du premier article (Lamontagne et coll. 2009). 
 

9. Origines et conséquences des effets aigus de la 

pioglitazone et de la metformine sur la protection des 

cellules β contre les stress métaboliques 

 9.1.  Le concept de la décélération métabolique 

Le déclin de la fonction β pancréatique est un élément pathophysiologique 

important dans l’apparition et la progression du DT2 (Nolan, Damm et Prentki 2011). 

Par conséquent, il existe un intérêt certain pour des interventions thérapeutiques qui 

protègent la masse et la fonction des cellules β (Bonora 2008; DeFronzo et Abdul-
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Ghani 2011). L’utilisation de la metformine (Kitabchi et coll. 2005; Kahn et coll. 

2006) ou d’un TZD (Cavaghan et coll. 1997; Buchanan et coll. 2000; Buchanan et 

coll. 2002; Kahn et coll. 2006; Xiang et coll. 2006; Gastaldelli et coll. 2007) 

pourraient avoir des effets protecteurs sur la fonction des cellules β dans un contexte 

de stress métabolique. Les bienfaits sur la fonction β pancréatique d’une pause de la 

sécrétion d’insuline à l’aide d’agents qui la bloquent ont été évoqués à la section 3.1. 

La figure 9 présente trois autres interventions, réelles ou hypothétiques, qui 

diminuent la sécrétion d’insuline induite par le glucose et pourraient protéger la 

fonction β pancréatique de la surabondance de nutriments. Les effets de ces 

interventions sur la courbe de sécrétion d’insuline induite par le glucose et sur la 

production et l’accumulation de métabolites potentiellement toxiques y sont 

schématisés et sont discutés dans les prochains paragraphes. 

La restriction calorique 

La figure 9B décrit les effets de la restriction calorique. Il s’agit d’une 

approche thérapeutique éprouvée pour améliorer rapidement le contrôle glycémique, 

la sensibilité à l’insuline et la sécrétion d’insuline chez des patients obèses et atteints 

de DT2 (Day et Bailey 2012). La diminution de l’insulinémie en est une de ses 

caractéristiques (Ingram et coll. 2006). Dans une étude effectuée chez des patients 

diabétiques et obèses, 7 jours d’une diète très faible en calories (400 kcal par jour) ont 

été suffisants pour améliorer la fonction des cellules β et de plusieurs autres 

paramètres métaboliques, et ce, avant que la sensibilité à l’insuline soit améliorée 

(Malandrucco et coll. 2012). En fait, cette diète extrême diminue forcément la 

sécrétion d’insuline et pourrait avoir les mêmes effets que ceux obtenus de façon 

pharmacologique avec du diazoxide, de la somatostatine ou des agonistes inverses du 

récepteur CB1 (voir section 3.1) (Greenwood, Mahler et Hales 1976; Laedtke et coll. 

2000; Lynch et coll. 2011). Rappelons qu’un traitement avec l’une ou l’autre de ces 

molécules inhibe la sécrétion d’insuline et améliore le contrôle glycémique chez des 

individus atteints de DT2 ou des animaux utilisés comme modèle pour le DT2 

(Greenwood, Mahler et Hales 1976; Laedtke et coll. 2000; Lynch et coll. 2011). La 

restriction calorique est donc une intervention très efficace, mais elle est difficile à 

appliquer étant donné le sacrifice important qu’elle exige sur la qualité de vie. 

La restriction énergétique 



 

 

 

154

La deuxième intervention, présentée à la figure 9C, est celle hypothétique où 

un agent pharmacologique diminue l’énergie intracellulaire disponible (phénomène 

aussi appelé restriction énergétique) peu importe la quantité de nutriments à laquelle 

la cellule β est exposée. Parmi les articles les plus récents concernant le mécanisme 

d’action de la metformine, on en retrouve quelques-uns qui ramènent les bienfaits du 

médicament sur l’homéostasie glucidique à la diminution de l’énergie disponible dans 

les hépatocytes (Foretz et coll. 2010; Stephenne et coll. 2011; Viollet et coll. 2012). 

La restriction énergétique a également été proposée comme mode d’action alternatif 

des TZDs (Wei, Kulp et Chen 2010). Il y a d’ailleurs clairement un intérêt ces 

dernières années pour l’identification d’agents capables de provoquer une restriction 

énergétique à l’échelle cellulaire, ou plus précisément qui reproduisent les effets de la 

restriction calorique (Ingram et coll. 2006; Lebel et coll. 2012). Ces composés 

intéressent les diabétologues, mais ont leur pertinence dans plusieurs autres domaines 

dont le traitement du cancer (Dhahbi et coll. 2005; Wei, Kulp et Chen 2010), la 

prévention des dommages de l’ischémie-reperfusion (Gohil et coll. 2010) ou 

l’augmentation de l’espérance de vie (Dhahbi et coll. 2005). Les études ou revues que 

nous avons consultées qui traitent de la restriction énergétique ou des agents qui 

tentent de reproduire les effets de la restriction calorique ne mentionnent pas de profil 

particulier d’inhibition selon la concentration des nutriments disponibles. Cette revue 

de la littérature n’a pas été exhaustive, mais il faut admettre que les études in vitro de 

composés pharmacologiques, effectuées sur des modèles cellulaires, testent 

généralement différentes concentrations d’un composé durant différents temps 

d’incubation et se soucient peu des différents états énergétiques du modèle. 

Hypothétiquement, la restriction énergétique devrait empêcher une sécrétion 

d’insuline importante, peu importe la quantité de glucose, étant donnée l’absence de 

quantités suffisantes de molécules de signalisation (figure 9C). 

La diapause métabolique 

La diapause, pause métabolique ou encore dépression du métabolisme 

(traduction libre de metabolic rate depression) est un mécanisme de protection qui 

permet à un organisme ou à une cellule de ralentir, voire d’arrêter son métabolisme 

dans des conditions qui mettent sa survie en danger (Storey et Storey 2007). Les 

cellules β (INS 832/13) peuvent se mettre dans un état de diapause métabolique in 
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vitro si l’expression du facteur de transcription Foxo1 est fortement augmentée 

(Buteau et coll. 2007). Avec des cellules INS 832/13, cet état a entre autres été 

caractérisé par une diminution du métabolisme du glucose à 16 mmol/L glucose (une 

concentration élevée pour ces cellules) et une absence totale de sécrétion d’insuline 

induite par le glucose (Buteau et coll. 2007). La diapause métabolique s’apparente 

ainsi à la restriction énergétique (figure 9C). 

La décélération métabolique 

Le concept de décélération métabolique a été proposé dans le premier article 

présenté dans cette thèse pour décrire les effets inhibiteurs de la pioglitazone sur le 

métabolisme des cellules β et la sécrétion d’insuline induite par le glucose. Ce 

nouveau concept d’inhibition comprend les trois éléments suivants : 1) l’absence 

d’effet lorsque la concentration de substrat est faible; 2) l’inhibition du métabolisme 

en présence de concentrations sous maximales de substrat et 3) la levée de l’inhibition 

lorsque la concentration de substrat est élevée (figure 9D). Il s’agit d’un type 

particulier de restriction énergétique, où la diminution de l’énergie intracellulaire est 

transitoire et peut être rétablie en fonction de la quantité de substrat disponible. La 

décélération métabolique tire probablement sa source d’une inhibition douce et 

réversible du métabolisme mitochondrial. 
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Figure 9 – Schéma des effets de différentes interventions qui modifient l’énergie 
intracellulaire disponible sur la sécrétion d’insuline induite par le glucose et 
l’accumulation de métabolites dans la cellule β. A, Courbe normale de sécrétion 
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d’insuline induite par le glucose et accumulation hypothétique* des métabolites dans 
la cellule β. B, Effet de la restriction calorique sur les courbes de sécrétion d’insuline 
et d’accumulation des métabolites : la concentration de glucose n’atteint pas le seuil 
où des métabolites toxiques s’accumulent. C, Effets théoriques de la restriction 
énergétique et de la diapause métabolique sur le métabolisme : l’apparition des 
métabolites est limitée à toutes les concentrations de glucose. Il n’y a pas 
d’accumulation toxique de métabolites, mais leur concentration est insuffisante pour 
la signalisation. D, Effet de la décélération métabolique : il y a un déplacement vers la 
droite de la sensibilité au glucose. La concentration minimale de glucose nécessaire 
pour signaler la sécrétion d’insuline est augmentée, mais la cellule est protégée contre 
l’accumulation toxique de métabolites. 
*À noter que l’allure linéaire de la courbe de l’accumulation des métabolites ne sert 
qu’à simplifier le concept. Plusieurs allures sont envisageables pour ces courbes en 
fonction des métabolites et des nutriments présents. 
 

Origine de la levée de l’inhibition de la décélération métabolique à haute 

concentration de glucose 

Parmi les paramètres métaboliques que nous avons mesurés, la grande 

majorité de ceux que les agents insulinosensibilisateurs inhibent sont rétablis en 

présence de concentrations élevées de glucose. Quel mécanisme permet de lever 

l’inhibition? La ou les cibles inhibées pourraient être contournées par d’autres voies 

ou alors il pourrait s’agir d’un effet de masse des substrats enzymatiques due à 

l’augmentation de leur concentration. C’est-à-dire que la probabilité que l’enzyme 

inhibée utilise son substrat augmente avec l’augmentation de la concentration du 

substrat, jusqu’à l’atteinte de la vitesse maximale de la réaction permise dans le 

contexte (Nelson, Cox et Lehninger 2008). À ce sujet, le modèle de la décélération 

métabolique, comme il apparaît pour l’inhibition de la sécrétion d’insuline induite par 

le glucose en présence de pioglitazone, ressemble à une inhibition enzymatique de 

type compétitive, où l’affinité apparente d’une enzyme pour son substrat (KM’) est 

diminuée sans que la vitesse maximale de la réaction soit affectée par l’inhibiteur. 

Cette ressemblance pourrait être exploitée pour identifier la cible directe de la 

pioglitazone : le médicament provoque peut-être l’inhibition compétitive de l’activité 

d’une des cibles envisagées (complexe I de la chaîne de transport d’électrons, 

pyruvate déshydrogénase ou autre activité déshydrogénase)? 

La voie inhibée pourrait aussi être simplement contournée. L’explication est 

plausible pour l’inhibition du complexe I par la metformine, puisque les électrons qui 



 

 

 

157

permettent d’établir le gradient de protons n’ont pas à rejoindre la chaîne de transport 

en passant nécessairement par les complexes I ou II (le complexe II fait partie des 

enzymes du cycle de Krebs (Nelson, Cox et Lehninger 2008)). Ainsi, le potentiel de 

membrane mitochondrial pourrait être rétabli sans que l’activité du cycle de Krebs et 

la production de CO2 ne soient totalement normalisées, comme nous l’avons observé 

en présence de metformine. En effet, deux flavoprotéines transfèrent des électrons 

directement à l’ubiquinone sans passer par les complexes I ou II : il s’agit de la 

glycérol-3-phosphate déshydrogénase mitochondriale (impliquée dans la navette 

glycérol-3-phosphate) et de l’oxidoréductase ETF-ubiquinone (ETF : electron-

transferring flavoprotein), qui reçoit des électrons de nombreuses déshydrogénases, 

dont certaines impliquées dans le catabolisme des acides aminés et des acides gras 

(Nicholls et Ferguson 2002; Nelson, Cox et Lehninger 2008). Les électrons transférés 

à l’ubiquinone par ces flavoprotéines et par les complexes I et II continuent leur 

parcours le long de la chaîne de transport et permettent le déplacement de protons aux 

complexes III et IV (Nicholls et Ferguson 2002). Ainsi, le rétablissement de l’énergie 

intracellulaire en présence de concentrations élevées de glucose pourrait se faire en 

partie grâce à la navette glycérol-3-phosphate. Selon cette hypothèse, l’inhibition du 

complexe I par la metformine entraîne une diminution du ratio NAD+:NADH 

cytosolique, une inhibition de la glycolyse à l’étape de l’enzyme glycéraldéhyde-3-

phosphate déshydrogénase, une accumulation des intermédiaires qui précédent et une 

redirection des carbones vers le glycérol-3-phosphate et la navette glycérol-3-

phosphate. Cela dit, il est peu probable que le catabolisme des acides aminés et des 

acides gras soit impliqué dans la levée de l’inhibition de la décélération métabolique 

en présence de fortes concentrations de glucose, ne serait-ce que parce que les 

milieux de culture utilisés pour réaliser les expériences n’en contenaient 

généralement pas. 

 9.2.  Limites de l’application du concept de la décélération 

métabolique 

Le concept de la décélération métabolique a été établi à partir d’observations 

obtenues in vitro, dans des conditions aigües et statiques (les milieux expérimentaux 

ne sont pas renouvelés durant les temps d’incubation), principalement avec une lignée 
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immortalisée de cellules β de rat traitées avec différentes concentrations de glucose. Il 

n’est pas certain que le concept puisse être généralisé à d’autres types cellulaires, aux 

effets des autres nutriments sur le métabolisme et aux effets in vivo des médicaments 

insulinosensibilisateurs utilisés quotidiennement. La section qui suit présente ces 

limites. 

Le concept est-il spécifique à certains types cellulaires? 

En ne considérant que l’inhibition du métabolisme mitochondrial, 

probablement à la base de nos observations, la plupart des types cellulaires peuvent 

être affectées par un traitement aigu aux agents insulinosensibilisateurs. Toutefois, ils 

ne seront probablement pas affectés selon le patron de la décélération métabolique. 

Les adipocytes, les myocytes et les cardiomyocytes n’expriment pas le couple 

GLUT2-glucokinase et surtout, n’utilisent pas le glucose de la même façon que les 

hépatocytes ou que les cellules β. Les effets aigus des agents insulinosensibilisateurs 

sur le métabolisme de ces types cellulaires n’en demeurent pas moins dignes d’intérêt 

dans un contexte diabétique et sont discutés à la section 9.4. 

Les cellules β, les hépatocytes, les cellules qui détectent le glucose dans la 

veine porte et dans l’hypothalamus (Thorens 2001) expriment toutes la protéine 

GLUT2 et probablement toutes le couple GLUT2-glucokinase (Lynch et coll. 2000; 

Roncero et coll. 2000) qui permet une modulation du flux glycolytique sur une large 

gamme de concentrations de glucose. Étant donnée la concentration élevée de glucose 

requise pour lever l’inhibition des agents insulinosensibilisateurs sur certains 

paramètres mesurés, il n’est ainsi pas évident que la décélération du métabolisme 

glucidique puisse s’observer avec d’autres types cellulaires. Le cas des hépatocytes 

est particulièrement intéressant. La décélération métabolique pourrait expliquer, au-

delà de l’expression du transporteur OCT1, pourquoi la metformine agit 

principalement sur la production hépatique de glucose. D’ailleurs, l’importance du 

transporteur OCT1 dans l’accumulation hépatique et les effets systémiques de la 

metformine a tout récemment été mise en doute (Higgins, Bedwell et Zamek-

Gliszczynski 2012). 

Le concept est-il spécifique au métabolisme du glucose? 

Dans la définition que nous proposons, le terme général « substrat » est utilisé, 

mais nous n’avons pas encore tenté de déterminer si le concept de décélération 
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métabolique s’applique à d’autres carburants cellulaires que le glucose (acides 

aminés, acides gras et corps cétoniques). Pour étudier cette possibilité, il faudra 

déterminer les effets des agents insulinosensibilisateurs sur des courbes dose réponse 

établies avec différents substrats, comme des acides gras et certains acides aminés 

sécrétagogues (principalement le duo d’acides aminés glutamine-leucine, l’alanine et 

l’acide cétoisocaproïque). Pour que le métabolisme d’un substrat puisse être 

« décéléré », il faudrait que son transport à l’intérieur de la cellule et son métabolisme 

soient possibles sur une large gamme de concentrations, permettant un effet de masse 

ou l’utilisation d’une voie de contournement moins efficace. 

Il est possible d’élaborer à ce sujet sur le cas des acides aminés sécrétagogues. 

La sécrétion d’insuline induite par l’alanine et le duo glutamine-leucine dépend en 

bonne partie de leur métabolisme mitochondrial et de leur capacité à augmenter le 

ratio ATP:ADP (Newsholme et coll. 2005). Il est ainsi fort probable que les agents 

insulinosensibilisateurs, en ralentissant le métabolisme mitochondrial, inhibent 

également l’effet de ces acides aminés sur la sécrétion d’insuline. Dans le cas de 

l’alanine, cette inhibition pourrait suivre le patron de la décélération métabolique 

puisque 1) le KM pour le transport de l’alanine à l’intérieur des îlots de rats est 

environ dix fois plus élevé que sa concentration plasmatique (Prentki et Renold 

1983), offrant une marge de manœuvre à la levée d’une éventuelle inhibition par effet 

de masse, 2) les cellules β sont en mesure d’en consommer de grandes quantités 

(Dixon et coll. 2003) et 3) l’alanine est directement transaminée en pyruvate, 

utilisable dans les mitochondries pour produire de l’ATP (Nelson, Cox et Lehninger 

2008). 

Nous avons noté dans le premier article que la pioglitazone est sans effet sur 

l’amplification par les acides gras de la sécrétion d’insuline induite par le glucose 

(section 5.2, figure 1C). Le résultat peut s’expliquer par le fait que l’effet 

amplificateur des acides gras sur la sécrétion d’insuline provient en partie à leur 

métabolisme et en partie à l’activation de récepteurs membranaires (Latour et coll. 

2007). Les conséquences négatives d’un ralentissement du métabolisme lipidique sur 

l’amplification de la sécrétion d’insuline sont peut-être trop faibles pour être 

mesurées. Néanmoins, ces expériences ont été réalisées en n’utilisant qu’une seule 

concentration de palmitate. Est-ce que l’inhibition du métabolisme lipidique par la 
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pioglitazone, observée en présence de concentrations de glucose faibles (dans le cas 

de la β-oxydation (et observée aussi en présence de metformine)) ou intermédiaires 

(estérification), pourrait dépendre de la concentration de palmitate utilisée? 

Autrement dit, est-il possible qu’une concentration élevée de palmitate puisse 

contrecarrer une inhibition du métabolisme lipidique provoquée par les agents 

insulinosensibilisateurs? 

Il sera intéressant d’étudier ces questions puisque la disponibilité des 

différents substrats in vivo modifie sans aucun doute les effets des médicaments sur le 

métabolisme énergétique et la fonction des cellules β. Une inhibition 

pharmacologique de type « décélération métabolique » pourrait ainsi n’être 

observable in vivo que dans certains contextes nutritionnels (concentration 

intermédiaire de glucose, peu d’acides gras et peu d’acides aminés par exemple). 

L’effet des agents insulinosensibilisateurs dépend-il de l’état nutritionnel? 

Si la décélération métabolique de la cellule β devait jouer un rôle clé dans les 

effets thérapeutiques de la pioglitazone et de la metformine, il faudrait tenir compte 

de l’état nutritionnel lors de la prise des médicaments. Dans l’état postprandial, les 

patients résistants à l’insuline et intolérants au glucose ont une glycémie élevée, qui 

risque d’empêcher en partie la plupart des effets des médicaments sur le métabolisme 

et sur la sécrétion d’insuline induite par le glucose. Pour bénéficier de façon optimale 

des effets d’une réduction de la sécrétion d’insuline et d’une augmentation de 

l’activité de l’AMPK dans les cellules β, il faudrait que les agents 

insulinosensibilisateurs soient administrés de façon à ce que leur concentration 

circulante soit importante lorsque la glycémie n’est pas à son maximum, par exemple 

à la fin de la période postprandiale le soir. Les médicaments insulinosensibilisateurs 

sont-ils plus efficaces lorsque pris le soir, après les repas? Aucune recommandation 

n’est faite quant aux conditions à privilégier pour prendre un comprimé de 

pioglitazone (Takeda 2004). Quant à la metformine, la dose quotidienne est 

généralement divisée en deux ou trois administrations dû aux fortes quantités 

nécessaires pour observer des bénéfices, et avec les repas, de façon à réduire ses 

effets secondaires sur le système digestif, particulièrement importants au début d’une 

thérapie (Bailey et Krentz 2010). Si les médicaments insulinosensibilisateurs devaient 
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être utilisés le soir, de façon à diminuer l’hyperinsulinémie postprandiale, il faudrait 

surveiller la glycémie des patients afin de s’assurer qu’elle n’augmente pas trop. 

La décélération métabolique durant un traitement chronique 

Les effets aigus observés pour les médicaments insulinosensibilitsateurs 

s’observent-ils après chaque administration lors d’un traitement quotidien ou s’agit-il 

seulement d’un effet ponctuel, observable chez des sujets naïfs au médicament? La 

question n’a pas du tout été abordée dans nos travaux. Une possibilité développée à la 

section 9.4 est qu’une partie des bienfaits de ces médicaments provienne d’une 

adaptation de l’organisme à la décélération métabolique; une adaptation à l’inhibition 

répétée du métabolisme mitochondriale et à la diminution de l’énergie disponible 

dans les cellules. La diminution de l’énergie disponible provoquée 

pharmacologiquement pourrait peut-être se comparer à une séance d’entraînement 

physique, lorsque la quantité d’énergie disponible chute, au moins dans les muscles et 

le cœur. 

 9.3.  Bénéfices de la décélération métabolique pour la cellule β 

Quels sont les avantages à l’échelle cellulaire d’un ralentissement du 

métabolisme? De par sa fonction, la cellule β est en mesure de métaboliser 

d’importantes concentrations de nutriments de façon à adapter la sécrétion d’insuline 

aux besoins de l’organisme (Nolan et Prentki 2008). Les voies impliquées dans le 

métabolisme des nutriments produisent des métabolites qui servent de signaux pour 

déclencher ou moduler la sécrétion d’insuline. Les mêmes voies génèrent toutefois 

des métabolites potentiellement dommageables pour la cellule, comme le peroxyde 

d’hydrogène (Sakai et coll. 2003) ou les céramides (Lang, Ullrich et Gulbins 2011). 

Au laboratoire, nous avons ainsi émis l’hypothèse selon laquelle la cellule β possède 

des mécanismes de détoxification, auxquels participe le cycle GL/AGL, qui lui 

permettent de gérer sans danger une grande quantité de nutriments (Prentki et 

Madiraju 2012). Ainsi, le cycle GL/AGL permet non seulement de générer des 

molécules de signalisation lipidique, mais il facilite en plus la gestion des nutriments. 

Le cycle GL/AGL y parvient notamment en consommant de l’énergie par un cycle 

futile d’estérification et d’hydrolyse d’acides gras et en libérant du glycérol provenant 

de la glycolyse (Prentki et Madiraju 2012). En présence de concentrations très élevées 
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de nutriments, de façon chronique, certains métabolites peuvent modifier les activités 

cellulaires ou devenir toxiques en s’accumulant ou en causant des dommages qui 

dépassent les capacités de détoxification de la cellule β. De plus, les réactions 

enzymatiques génèrent des métabolites aberrants qui sont normalement éliminés par 

des enzymes dédiées (Van Schaftingen, Rzem et Veiga-da-Cunha 2009; Linster et 

coll. 2011). La métabolisation d’une quantité importante de nutriments favorise sans 

doute l’accumulation de métabolites erronés potentiellement toxiques. 

Il y a donc trois stades de gestion des métabolites qui se dessinent selon la 

concentration de nutriments à laquelle fait face la cellule β (figure 9A). Au premier 

stade, le métabolisme des nutriments génère des molécules de signalisation qui 

stimulent la sécrétion d’insuline. Au second stade, les concentrations de nutriments 

ne stimulent pas d’avantage la sécrétion d’insuline, mais les métabolites 

intracellulaires produits sont gérés grâce à des mécanismes de détoxification. Au 

troisième stade, les concentrations de nutriments sont trop élevées pour les capacités 

cellulaires de gestion des métabolites et des effets toxiques apparaissent. On retrouve 

à la figure 9 une tentative de schématisation de ces différents stades de gestion des 

nutriments ainsi que des effets des interventions mentionnées sur ces stades. 

En présence d’un composé pharmacologique qui provoque la décélération 

métabolique (figure 9D), la courbe dose réponse pour la sécrétion d’insuline est 

déplacée vers la droite et c’est probablement aussi le cas pour celle de l’accumulation 

des métabolites (peu importe l’allure de cette courbe). Il faut ainsi des concentrations 

plus importantes de glucose pour induire la sécrétion d’insuline, mais en revanche la 

cellule β peut faire face à des concentrations plus importantes de nutriments avant 

d’en subir la toxicité, notamment celle liée aux dérivés réactifs de l’oxygène (voir 

plus bas). 

Concrètement, quels peuvent être les bénéfices de la décélération métabolique 

sur la cellule β? Dans le cas de la pioglitazone, les changements à la répartition des 

lipides, en particulier la diminution de l’estérification du palmitate, pourrait avoir un 

effet positif dans la prévention des dommages liés à la glucolipotoxicité. Nous 

n’avons pas mesuré les effets de la pioglitazone sur la survie des cellules INS 832/13 

en conditions glucolipotoxiques. La metformine (0,5 mmol/L, 24h) protège toutefois 

ces cellules de l’apoptose lorsqu’elles sont cultivées en présence de concentrations 
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élevées de glucose et de palmitate (El-Assaad et coll. 2003). Lorsque prolongée sur 

24 heures, l’exposition des cellules à la metformine parvient probablement à modifier 

la répartition lipidique. 

Effets sur le stress oxydatif 

La détérioration de la fonction β pancréatique dans un contexte diabétique a 

été associée par plusieurs aux effets nocifs du stress oxydatif (Brownlee 2003; 

Robertson 2004). L’utilisation d’agents antidiabétiques capables d’atténuer ce stress 

est ainsi d’un grand intérêt. Selon le dogme qui prévaut, un ralentissement du 

métabolisme mitochondrial devrait diminuer la production d’espèces réactives 

dérivées de l’oxygène. Le traitement de modèles animaux de DT2 avec de la 

pioglitazone atténue effectivement les marqueurs de stress oxydatif dans les îlots 

(Ishida et coll. 2004; Kanda et coll. 2010). Un traitement in vitro à la metformine 

parvient aussi à diminuer certains marqueurs de stress oxydatif dans des îlots humains 

de donneurs atteints de DT2 (Marchetti et coll. 2004). Il est tentant d’y voir les 

bienfaits de la décélération métabolique sur la surproduction de dérivés réactifs de 

l’oxygène dans les cellules β. Dans les conditions expérimentales que nous utilisons, 

l’augmentation de la concentration de glucose (qui stimule le métabolisme 

mitochondrial) diminue toutefois la détection de dérivés réactifs de l’oxygène. La 

situation serait peut-être différente si nous utilisions des îlots provenant d’un modèle 

animal de diabète, qui font face à une hyperglycémie chronique. D’ailleurs, dans 

l’étude de Kanda et coll. citée plus haut, lorsque des souris saines sont traitées avec 

de la pioglitazone, aucun changement n’est observé dans les marqueurs de stress 

oxydatif (Kanda et coll. 2010). 

Effets sur le stress au réticulum endoplasmique 

En conditions de surabondance de nutriments et d’hypersécrétion d’insuline, 

une importante pression est mise sur la machinerie de maturation des protéines des 

cellules β. L’homéostasie du réticulum endoplasmique devient alors fragile et des 

protéines défectueuses, mal repliées, risquent de s’accumuler et d’activer une réponse 

cellulaire qui peut mener à l’apoptose (Fonseca, Gromada et Urano 2011). Les agents 

insulinosensibilisateurs devraient diminuer ce stress sur le réticulum endoplasmique 

des cellules β puisqu’ils sont en mesure d’inhiber la sécrétion d’insuline induite par le 
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glucose et d’activer l’AMPK, dont la voie de signalisation freine la synthèse 

protéique (Hardie 2011). 

Deux études effectuées chez des rongeurs viennent soutenir cette possibilité 

dans le cas d’un traitement avec un TZD. Dans un modèle de souris susceptibles au 

stress au réticulum endoplasmique (souris WFS1-/- et porteuse d’un allèle agouti), un 

traitement à la pioglitazone protège la structure du réticulum endoplasmique des 

cellules β, prévient la perte de la masse des cellules β et le déclenchement du diabète 

(Akiyama et coll. 2009). Les îlots de rats qui reçoivent de la cyclosporine A sont eux 

aussi soumis à un stress important au réticulum endoplasmique qui est corrigé par un 

traitement à la rosiglitazone, avec des conséquences positives sur la masse des 

cellules β et la tolérance au glucose des animaux (Kim et coll. 2009). Ajoutons que 

des effets bénéfiques relatifs au stress au réticulum endoplasmique ont également été 

observés dans le foie de souris soumises à une diète riche en saccharose et en gras, 

mais traitées à la pioglitazone (Yoshiuchi et coll. 2009). Quant à la metformine, elle 

prévient l’apoptose de cellules β en culture (cellules NIT-1) traitées avec de la 

thapsigargine, un composé utilisé pour induire un stress au réticulum endoplasmique 

(Jung et coll. 2012). 

Activation de l’AMPK 

Il est envisageable que l’activation de l’AMPK ait un rôle à jouer dans les 

effets protecteurs des agents insulinosensibilisateurs sur la cellule β dans un contexte 

de stress métabolique. L’activation de l’AMPK dans la cellule β est un effet qui est 

partagé par de nombreuses molécules ou interventions associées à une amélioration 

du contrôle glycémique et à une diminution de l’insulinémie. La pioglitazone (section 

5.2, figure 3A), la metformine (Leclerc et coll. 2004), l’adiponectine (Lee et coll. 

2011) et l’exercice (Calegari et coll. 2011) parviennent à activer l’AMPK dans la 

cellule β. Ajoutons néanmoins que la protection des cellules β par ces différentes 

approches pourrait simplement provenir d’une diminution de la sécrétion d’insuline 

puisqu’elle a été observée dans tous les cas mentionnés (à l’exception de 

l’adiponectine), en plus d’être présente durant la restriction calorique et provoquée 

par la leptine (Ingram et coll. 2006; Calegari et coll. 2011; Lee et coll. 

2011). D’ailleurs, la possibilité d’un rôle protecteur pour l’activation de l’AMPK 

dans les cellules β a été sérieusement mise en doute par Guy Rutter dans une revue de 
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la littérature publiée en 2009 (Rutter et Leclerc 2009). À l’échelle de l’organisme 

toutefois, la situation pourrait être différente. La section suivante explique pourquoi. 

 9.4.  Bénéfices de la décélération métabolique pour l’organisme 

Notre étude des effets aigus de la pioglitazone ne permet pas encore de saisir 

l’étendue du phénomène de la décélération métabolique à l’échelle de l’organisme 

(voir section 9.2). Néanmoins, nos résultats de calorimétrie indirecte (diminution de 

la dépense énergétique (section 6.2, figure 3)) suggèrent fortement que l’inhibition du 

métabolisme mitochondrial ne se limite pas à la cellule β. Ainsi, plusieurs types 

cellulaires font sans doute face à une diminution de leur énergie intracellulaire 

disponible et à une activation de l’AMPK. L’activation de l’AMPK est d’ailleurs 

reconnue comme un effet aigu d’un traitement aux TZDs dans de nombreux types 

cellulaires in vitro et in vivo (Fryer, Parbu-Patel et Carling 2002; Saha et coll. 2004; 

LeBrasseur et coll. 2006). Elle est aussi partagée par de nombreuses molécules ou 

interventions associées à une amélioration de la sensibilité à l’insuline et à une 

diminution de l’insulinémie. C’est le cas lors d’un traitement avec des agents 

insulinosensibilisateurs, en présence des adipokines leptine et adiponectine, lors 

d’une restriction calorique et suite à un exercice physique (Ruderman et Prentki 

2004). De plus, l’utilisation d’activateurs de l’AMPK est une approche thérapeutique 

envisagée pour traiter le syndrome métabolique et le DT2 (Ruderman et Prentki 2004; 

Cool et coll. 2006; Rutter et Leclerc 2009). La stratégie semble prometteuse à la 

lumière d’une étude parue en 2006, dans laquelle l’activation pharmacologique de 

l’AMPK durant cinq jours permettait de réduire la glycémie dans un modèle murin 

d’hyperglycémie chronique (souris ob/ob) (Cool et coll. 2006). De même, chez les 

rats Zucker diabetic fatty, qui développent spontanément le diabète, un traitement à 

l’AICAR ou un programme d’entraînement (interventions de huit semaines) retardent 

de façon identique l’apparition de l’hyperglycémie (Pold et coll. 2005). Dans ce 

modèle, le traitement à l’AICAR protège l’architecture et la fonction des îlots des rats 

traités (Pold et coll. 2005). Notre laboratoire a récemment confirmé les effets 

bénéfiques de l’exercice sur la fonction β-pancréatique et l’homéostasie du glucose 

de ce modèle animal sans toutefois mesurer l’activité de l’AMPK (Delghingaro-

Augusto et coll. 2012). 
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Est-ce que les thiazolidinediones miment les effets de l’exercice? 

Narkar et coll. ont publié en 2008 une étude qui suggérait la possibilité de 

reproduire pharmacologiquement une partie des bienfaits de l’exercice en activant 

l’AMPK et le récepteur nucléaire PPARβ. Dans leur article, ces chercheurs 

démontrent que l’activation de l’AMPK par l’AICAR, durant quatre semaines, 

améliore de façon importante l’endurance à l’effort de souris sédentaires (Narkar et 

coll. 2008). En outre, le traitement augmente le métabolisme oxydatif des nutriments 

(Narkar et coll. 2008). Certains résultats laissent croire que les TZDs pourraient 

également reproduire certains bienfaits de l’exercice. En effet, la consommation 

d’oxygène, indicatrice de l’oxydation des nutriments, est augmentée à l’effort chez 

des individus atteints de DT2 qui sont traités avec de la rosiglitazone durant 4 ou 6 

mois (Regensteiner, Bauer et Reusch 2005; Kadoglou et coll. 2008). Du côté de la 

metformine, des expériences effectuées chez des individus sains font plutôt état d’une 

légère diminution de la consommation d’oxygène à l’effort après sept à neuf jours de 

traitement (Braun et coll. 2008) ou encore d’une absence d’effet trois heures après 

l’administration d’une dose unique (Johnson et coll. 2008). En inhibant le 

métabolisme mitochondrial (déficit temporaire en ATP) et en activant l’AMPK, les 

TZDs pourraient stimuler une réponse adaptative dans les muscles squelettiques qui 

évoque certains aspects de l’entraînement. 

Un traitement à la pioglitazone (Mudaliar et Henry 2008) et l’entraînement 

physique (Novelli et coll. 2004; Lamontagne et coll. 2007) ont également en commun 

de réduire les concentrations circulantes d’acides gras libres et de triacylglycérol. La 

diminution des acides gras libres et du triacylglycérol en circulation diminue la 

pression sur la sécrétion d’insuline et diminue le stress lipotoxique sur les cellules β 

(Higa et coll. 1999; McGarry 2002; Prentki et coll. 2002). 

La décélération métabolique et les hépatocytes 

La décélération métabolique pourrait-elle avoir des bénéfices directs sur les 

principaux organes sensibles à l’insuline et qui participent à l’homéostasie 

glucidique? La dernière théorie concernant l’origine des bienfaits de la metformine 

sur l’homéostasie glucidique dans un contexte diabétique explique que le médicament 

freine la production hépatique de glucose (qui n’est plus régulée par l’insuline) en 

diminuant l’énergie disponible dans les hépatocytes (Foretz et coll. 2010; Stephenne 
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et coll. 2011; Viollet et coll. 2012). Il pourrait très bien s’agir d’une manifestation de 

la décélération métabolique. De même, la diminution de la production hépatique de 

glucose lors d’une thérapie aux TZDs (Mudaliar et Henry 2008), qui se mesure 

malgré une diminution de l’insulinémie, pourrait faire intervenir une inhibition 

mitochondriale et la décélération métabolique. 

La décélération métabolique et les myocytes 

Un changement dans la répartition lipidique qui inclut une diminution de 

l’anabolisme lipidique présente également un intérêt dans les myocytes, puisque 

l’accumulation de lipides y est associée à une diminution de la sensibilité à l’insuline 

(Morino, Petersen et Shulman 2006). La diminution des dépôts ectopiques de lipides 

est un mécanisme d’action majeur proposé pour expliquer l’effet 

insulinosensibilisateur des TZDs (Ye et coll. 2004). Alors que cet effet a été attribué à 

l’activation de PPARγ dans les tissus adipeux, il pourrait bien provenir d’une 

diminution de l’estérification des lipides liée à l’inhibition du métabolisme 

mitochondrial. Dans le cas des muscles, cette inhibition pourrait être de type 

« restriction énergétique », comme présentée schématiquement à la figure 9C. La 

décélération métabolique y demeure toutefois envisageable, mais provoquée 

indirectement par les variations d’insulinémie qui suivent les effets des agents 

insulinosensibilisateurs sur la cellule β. En effet, si le patron de la décélération 

métabolique s’observe in vivo pour l’insulinémie, il pourrait se traduire dans les 

myocytes par une inhibition du transport du glucose suivant la même tendance. 

L’activation de l’AMPK dans les muscles offre également un intérêt 

particulier étant donné que la kinase pourrait servir de médiateur entre la diminution 

de l’énergie disponible et une réponse adaptative qui rappelle les effets de l’exercice 

physique (voir plus haut). Par contre, il n’est pas clair que l’augmentation de la β-

oxydation (qui devrait suivre l’activation de l’AMPK) augmente la sensibilité à 

l’insuline dans les muscles et le cœur (Zhang et coll. 2010). L’augmentation de la β-

oxydation dans un contexte de surabondance de nutriments risque plutôt de favoriser 

l’oxydation incomplète des acides gras, un phénomène qui a été associé à une 

diminution de la sensibilité à l’insuline (Koves et coll. 2008). De plus, l’inhibition du 

métabolisme mitochondrial devrait participer à une diminution de l’oxydation 

complète des acides gras en CO2. Ainsi, les répercussions du ralentissement du 
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métabolisme mitochondrial par la pioglitazone, comme elles s’observent dans la 

cellule β, sont incertaines dans les muscles : la pioglitazone pourrait y favoriser 

l’oxydation incomplète des acides gras (néfaste pour la sensibilité à l’insuline), tout 

en diminuant leur estérification et leur accumulation (bénéfiques). 

La décélération métabolique et le tissu adipeux 

L’inhibition du métabolisme mitochondrial et la diminution de l’insulinémie 

devraient freiner l’anabolisme lipidique des adipocytes. Pourtant, les patients qui 

utilisent des TZDs stockent d’avantage de lipides et prennent du poids (Mudaliar et 

Henry 2008). À long terme, les conséquences de l’activation de PPARγ dans les 

tissus adipeux sont probablement plus importantes que celle de l’inhibition douce du 

métabolisme mitochondrial et de la diminution de l’insulinémie. Cela dit, les 

adipocytes ne sont pas les seules cibles d’intérêt pour les agents 

insulinosensibilisateurs dans les tissus adipeux. Les cellules du système immunitaire 

qui y résident représentent aussi une cible intéressante puisqu’ils participent à la 

création d’un état inflammatoire qui nuit à la sensibilité à l’insuline (Donath et 

Shoelson 2011). Un lien a été proposé entre l’activation du récepteur PPARγ dans les 

macrophages et une diminution de l’inflammation et de la résistance à l’insuline non 

seulement dans les tissus adipeux, mais également dans les muscles et le foie 

(Hevener et coll. 2007). Un ralentissement de l’activité métabolique des macrophages 

par la metformine et les TZDs pourrait participer à ces effets. 

Ajoutons que l’hypoxie a été proposée comme élément déclencheur de la 

réponse inflammatoire dans les tissus adipeux en expansion (Pasarica et coll. 2009). 

Diminuer l’hypoxie dans des masses cellulaires qui prolifèrent semble une tâche 

idéale pour des médicaments qui ralentissent l’activité mitochondriale et la 

consommation d’oxygène. Et voilà un autre mécanisme par lequel les agents 

insulinosensibilisateurs pourraient protéger les îlots pancréatiques. En effet, les îlots 

prennent aussi de l’expansion dans un contexte de stress métabolique (Prentki et 

Nolan 2006), consomment beaucoup d’oxygène en présence de concentrations 

stimulantes de glucose (Sato et coll. 2011; Bensellam et coll. 2012) et sont infiltrés 

par des macrophages chez les patients atteints de DT2 (Ehses et coll. 2007). 

La décélération métabolique et les cardiomyocytes 
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En période de stress métabolique, la résistance à l’insuline affecte aussi les 

cardiomyocytes (Gray et Kim 2011). Les cardiomyocytes résistants à l’insuline 

utilisent moins de glucose, oxydent d’avantage les acides gras et accumulent du 

triacylglycérol (Bugger et Abel 2010). L’altération du métabolisme énergétique 

s’accompagne d’une augmentation de la consommation d’oxygène et d’une 

diminution de l’efficacité du travail cardiaque (diminution du ratio travail 

cardiaque:oxygène consommé) (Bugger et Abel 2010). Les agents 

insulinosensibilisateurs pourraient offrir aux cardiomyocytes les mêmes bénéfices 

que ceux qui ont été proposés pour les myoctyes. 

Cependant, le fait de ralentir l’activité cardiaque n’est peut-être pas sans 

danger. Nous n’avons pas mesuré l’activité des cardiomyocytes après un traitement à 

la pioglitazone. Nos résultats de télémétrie indiquent toutefois qu’une seule 

administration de pioglitazone augmente significativement le rythme cardiaque des 

rats quelques heures après l’administration (section 6.2, figure S1). Y a-t-il un lien 

entre cet effet et une diminution de l’activité des cardiomyocytes; une compensation à 

l’échelle de l’organe à l’activité réduite de chacune des cellules? Quoi qu’il en soit, 

cet effort supplémentaire du muscle cardiaque pourrait s’avérer néfaste chez des 

individus obèses (Kenchaiah et coll. 2002), résistants à l’insuline (Ingelsson et coll. 

2005) ou atteints de DT2 (Giles et Sander 2004), car ces états ont tous été associés à 

une augmentation du risque d’insuffisance cardiaque. Il n’y a toutefois pas de 

consensus dans la littérature au sujet des effets des TZDs sur le rythme cardiaque, 

sinon qu’ils sont plutôt modestes (Shargorodsky et coll. 2003; Festuccia et coll. 

2009). 

9.5.  Cibler l’hyperinsulinémie dans le traitement du diabète de 

type 2? 

Le concept de la décélération métabolique de la cellule β implique que les 

agents insulinosensibilisateurs diminuent la sécrétion d’insuline induite par des 

concentrations intermédiaires de glucose. Nous avons pu confirmer in vivo la capacité 

de la pioglitazone à inhiber la sécrétion d’insuline chez le rat lors d’un traitement aigu 

et une diminution de l’insulinémie fait partie des effets à long terme des agents 

insulinosensibilisateurs chez les patients atteints de DT2 (Prigeon, Kahn et Porte 
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1998; Buchanan et coll. 2000; Kitabchi et coll. 2005; Bailey et Krentz 2010). Il a été 

question plus haut des possibles bienfaits d’une inhibition de la sécrétion d’insuline 

pour la cellule β et ces bienfaits se vérifient in vivo sur la fonction β pancréatique 

dans des expériences où la sécrétion d’insuline est réduite avec du diazoxide 

(Greenwood, Mahler et Hales 1976; Laedtke et coll. 2000; Lynch et coll. 2011). Cela 

dit, l’intérêt de directement réduire la sécrétion d’insuline comme approche 

thérapeutique pour le DT2 n’est pas une évidence. L’approche semble même 

contreproductive lorsqu’on considère le point de vue généralement accepté selon 

lequel la pathophysiologie du DT2 implique une sécrétion d’insuline insuffisante par 

rapport à la résistance à l’insuline de l’organisme. 

Pour répondre à cette interrogation, il faut d’abord se rappeler que la 

caractéristique principale du modèle d’inhibition de la décélération métabolique est le 

rétablissement du métabolisme (et de la sécrétion d’insuline) lorsque les 

concentrations de glucose sont élevées, mais pas maximales. De plus, la capacité du 

palmitate à amplifier la sécrétion d’insuline n’est pas du tout affectée par les 

traitements à la pioglitazone (section 5.2, figure 1C). Or, les concentrations 

circulantes d’acides gras libres et triacylglycérol sont généralement élevées chez les 

patients obèses et contribuent à la compensation des cellules β (Nolan, Damm et 

Prentki 2011). 

Ensuite, de nombreux faits soutiennent l’idée qu’il peut être pertinent de 

réduire directement l’insulinémie dans un contexte de stress métabolique. Ces faits 

doivent être considérés sous deux rapports, à savoir que 1) l’hyperinsulinémie 

représente une cause potentielle de résistance à l’insuline et d’obésité (Shanik et coll. 

2008; Corkey 2012) et que 2) l’hypersécrétion chronique d’insuline peut entraîner 

l’« épuisement » de la cellule β (Aston-Mourney et coll. 2008; Andrikopoulos 2010) 

et la décompensation de la fonction β pancréatique dans le développement du DT2 

(Prentki et Nolan 2006; Nolan, Damm et Prentki 2011). Premièrement, 

l’hyperinsulinémie à jeun est un facteur de risque dans le développement d’un défaut 

de tolérance au glucose, un état qui conduit souvent au DT2 (Dankner et coll. 2009). 

Deuxièmement, les hawaïens d’origine japonaise ont une insulinémie plus élevée que 

leurs concitoyens caucasiens et sont plus à risque de développer le DT2 (Nakanishi et 

coll. 2004). Troisièmement, les individus hétérozygotes pour une mutation du facteur 
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de transcription HNF-4α (gène responsable de la forme monogénique de diabète 

MODY1) sont d’abord hyperinsulinémiques aux états fœtal et nouveau-né. Ils 

développent un diabète de type MODY lié à une sécrétion d’insuline déficiente plus 

tard dans leur vie (Pearson et coll. 2007). Quatrièmement, les patients atteints 

d’insulinome présentent une résistance élevée à l’insuline. La résistance à l’insuline 

se corrige avec l’élimination de la tumeur (Pontiroli et coll. 1990; Skrha, Hilgertova 

et Justova 1993). Cinquièmement, l’induction expérimentale d’une hyperinsulinémie 

mène à la résistance à l’insuline dans de nombreux modèles animaux (Kobayashi et 

Olefsky 1978; Martin, Desai et Steiner 1983; Marban, DeLoia et Gearhart 1989; Liu 

et coll. 2009) et même chez l’humain (Rizza et coll. 1985). Dans cette dernière étude, 

l’hyperinsulinémie induite était d’une ampleur comparable à celle retrouvée chez des 

individus obèses. 

Le fait que l’hyperinsulinémie puisse provoquer la résistance à l’insuline et 

conduire à l’obésité et au DT2 ne veut pas dire qu’il s’agisse d’un élément 

pathogénique essentiel, ni même fréquent. Il a déjà été question en introduction de 

l’importante hétérogénéité étiologique du DT2. D’après Ele Ferrannini, la relation 

entre hyperinsulinémie et résistance à l’insuline n’est pas très forte chez l’humain. 

Dans un article paru en 2002, il faisait remarquer que ce ne sont pas tous les individus 

résistants à l’insuline qui sont hyperinsulinémiques et que réciproquement, ce ne sont 

pas toutes les personnes hyperinsulinémiques qui sont résistantes à l’insuline 

(Ferrannini et Balkau 2002). De plus, même si des individus présentent une 

hyperinsulinémie basale et une résistance importante à l’insuline, la compensation de 

leurs cellules β et leur tolérance au glucose peuvent demeurer parfaites (Prentki et 

Nolan 2006). 

Dans une perspective thérapeutique, des composés pharmacologiques qui 

causent la décélération métabolique apparaissent ainsi particulièrement pertinents 

pour certaines sous-populations d’individus à risque de développer un DT2 : des 

individus à risque qui sont hyperinsulinémiques à l’état basal, avec ou sans résistance 

à l’insuline. À l’opposé, si le défaut est d’abord une incapacité à sécréter 

correctement l’insuline, comme observé de façon extrême dans la plupart des types de 

MODY (Vaxillaire et Froguel 2010), la décélération métabolique risque d’être, au 

mieux inutile, sinon dangereuse au maintien de l’homéostasie glucidique. 
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 9.6.  Rôle de l’activation de PPARγ dans la cellule β 

L’effet protecteur des TZDs sur la fonction β pancréatique et l’inhibition de la 

sécrétion d’insuline pourraient découler en partie d’une activation du récepteur 

nucléaire PPARγ. PPARγ est exprimé dans la plupart des lignées de cellules β, de 

même que dans les îlots humains et de rongeurs (Braissant et coll. 1996; Dubois et 

coll. 2000; Rosen et coll. 2003). Son activation pourrait protéger les cellules β du 

stress oxydatif et diminuer l’expression du gène de l’insuline. L’activation de PPARγ 

ralentit toutefois la prolifération des cellules β dans un contexte métabolique normal. 

D’après Chung et coll., l’activation de PPARγ pourrait protéger les cellules β 

du stress oxydatif. Ces chercheurs ont soumis durant trois jours des lignées β et des 

îlots de porcs à un stress oxydatif généré à l’extérieur des cellules. Dans leurs 

expériences, l’ajout de TZDs au milieu de culture diminue la détection intracellulaire 

des espèces réactives dérivées de l’oxygène, améliore la survie des différents modèles 

cellulaires et protège leur fonction (Chung et coll. 2011). L’activation de PPARγ 

serait impliquée dans l’effet antioxydant des TZDs (diminution de la détection des 

espèces réactives dérivées de l’oxygène) puisque cet effet est inhibé par l’ajout d’un 

antagonistes de PPARγ au milieu de culture des cellules βTC3 (Chung et coll. 2011). 

L’activation de PPARγ a des effets négatifs sur la prolifération des cellules β. 

En effet, l’activation du récepteur nucléaire par 10 µmol/L troglitazone (Ohtani et 

coll. 1998; Rosen et coll. 2003), de même que la surexpression de PPARγ dans la 

lignée INS-1 diminue la prolifération (Rosen et coll. 2003). De plus, les îlots de 

souris dont le gène codant pour PPARγ a été éliminé spécifiquement dans les cellules 

β (souris β-spécifique PPARγKO) sont hyperplasiques lorsque les animaux reçoivent 

une diète normale (Rosen et coll. 2003). Cependant, les TZDs sont utilisés dans un 

contexte de stress métabolique et, paradoxalement, lorsque les souris β-spécifique 

PPARγKO sont soumises à une diète riche en gras, l’augmentation de la taille de 

leurs îlots est moins importante que chez les souris témoins. Cette dernière 

observation a aussi été réalisée chez les souris ob/ob avec délétion génique de 

PPARγ2 (souris POKO) (Medina-Gomez et coll. 2007). Ainsi, dans un contexte de 

stress métabolique, l’activation de PPARγ aurait un effet positif sur la prolifération 
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des cellules β, ce qui pourrait expliquer une partie des bienfaits à long terme des 

TZDs sur la masse et la fonction des îlots pancréatiques. 

La surexpression de PPARγ et son activation par la pioglitazone ont aussi 

pour effet de diminuer la biosynthèse de l’insuline dans les cellules MIN6 

(Nakamichi et coll. 2003). Les auteurs de cette étude n’ont pas tenté de déterminer si 

l’inhibition était spécifique à l’insuline. Dans le cas contraire, l’inhibition de la 

synthèse protéique pourrait expliquer un ralentissement de la prolifération 

cellulaire.Ces auteurs ont aussi mesuré la sécrétion d’insuline et noté une diminution 

de la sécrétion d’insuline induite par le glucose dans les cellules MIN6 qui 

surexpriment PPARγ, avec ou sans traitement avec de la pioglitazone (Nakamichi et 

coll. 2003). Un traitement à la rosiglitazone (1-100 µmol/L, 24 h), diminue également 

l’expression du gène de l’insuline de façon dépendante de PPARγ dans les cellules 

HIT-T15 (Schinner et coll. 2009). Une diminution de la sécrétion d’insuline induite 

par le glucose a aussi été observée avec des cellules INS-1E transfectées depuis 

24 heure avec un adénovirus de façon à surexprimer PPARγ (Ravnskjaer et coll. 

2005). Les expériences sur les souris β-spécifiques PPARγKO ont néanmoins 

démontré que PPARγ est dispensable pour observer l’effet hypoinsulinémiant de la 

rosiglitazone sur des souris rendues obèses par une diète riche en gras (Rosen et coll. 

2003). Que cet effet soit dû à la diminution de la résistance à l’insuline seulement ou 

qu’il fasse intervenir la décélération métabolique de la cellule β n’est pas clair. 

Au sujet des effets de l’activation de PPARγ sur la sécrétion d’insuline, 

plusieurs études in vitro ont plutôt conclu que les agonistes de PPARγ stimulent la 

sécrétion d’insuline induite par le glucose (Masuda et coll. 1995; Ohtani et coll. 1996; 

Ohtani et coll. 1998; Shimabukuro et coll. 1998; Santini et coll. 2004; Zhang et coll. 

2009). Un aperçu de la documentation disponible sur les effets aigus et à plus long 

terme des TZDs sur la fonction des cellules β a déjà été présenté à la section 3.5. À 

notre connaissance, une seule étude démontre l’implication de PPARγ dans un effet 

stimulant des TZDs et il s’agit de l’étude de la souris β-spécifique PPARγKO. Le 

traitement durant 16 heures des îlots de ces souris avec 10 µmol/L troglitazone ne 

parvient pas à augmenter la sécrétion d’insuline alors que l’augmentation est observée 

dans les souris de type sauvage (Rosen et coll. 2003). Les travaux d’Eleonora Santini 

et coll. décrivent non seulement une stimulation de la sécrétion d’insuline en présence 
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d’un agoniste PPARγ (Ro4389679-000-001) durant 48 heures, mais également une 

diminution de la sécrétion d’insuline en présence d’un antagoniste (Santini et coll. 

2004). L’agoniste utilisé n’est toutefois probablement pas un TZD (l’information n’a 

pu être trouvée). Nous avons aussi mesuré les effets sur la sécrétion d’insuline de 

deux agonistes de PPARγ qui ne sont pas des TZDs (section 6.2, figure 6). 

L’incubation aigüe (90 minutes) des cellules INS 832/13 avec ces agonistes tend 

effectivement à stimuler la sécrétion d’insuline, bien que l’effet ne soit pas 

significatif. Ainsi, l’inhibition aigüe du métabolisme mitochondrial et de la sécrétion 

d’insuline provoquée par les TZDs indépendamment de l’activation de PPARγ n’est 

pas incompatible avec un rôle positif (à plus long terme) de l’activation du récepteur 

PPARγ sur la sécrétion d’insuline, bien que ce rôle soit contesté. 

 9.7.  Mise à jour du modèle du mode d’action des thiazolidinediones 

Nos résultats nous permettent de proposer une mise à jour du modèle qui 

explique le mode d’action des thiazolidinediones dans la prévention et le traitement 

du DT2 (figure 10). Dans ce modèle, les bienfaits des TZDs sur la sensibilité à 

l’insuline et sur la fonction β pancréatique ont deux origines : 1) la liaison des TZDs 

au récepteur nucléaire et facteur de transcription PPARγ et 2) l’inhibition du 

métabolisme mitochondrial et du métabolisme lipidique. Ils ont également deux 

cibles physiologiques distinctes, bien que reliées entre elles : 1) ils augmentent la 

sensibilité à l’insuline par des effets à long terme, dépendants de PPARγ, et à moins 

long terme grâce à une inhibition aigüe de la sécrétion d’insuline et 2) ils diminuent la 

sécrétion d’insuline à court terme principalement en inhibant le métabolisme 

mitochondrial et le métabolisme lipidique et, à plus long terme, en améliorant la 

sensibilité à l’insuline. 

En se liant au récepteur nucléaire PPARγ, les TZDs modifient le profil 

d’expression génique des adipocytes et remodèlent l’ensemble des masses adipeuses 

de l’organisme (Anghel et Wahli 2007). La liaison des TZDs au récepteur nucléaire 

PPARγ possède deux composantes distinctes. D’abord, les TZDs sont des agonistes 

de PPARγ et cette activation favorise la différentiation des préadipocytes en 

adipocytes et régule positivement l’expression d’un ensemble de gènes lipogéniques 

(Anghel et Wahli 2007). Ensuite, la liaison des TZDs à PPARγ nuit à la 
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phosphorylation du récepteur nucléaire par la kinase CDK5 (Choi et coll. 2010). Dans 

un contexte où PPARγ est phosphorylé, comme cela semble être le cas chez les 

individus obèses (Choi et coll. 2010), cet effet remodèle favorablement le profil 

d’expression génique des adipocytes. Par exemple, la diminution de l’état de 

phosphorylation de PPARγ augmente l’expression de l’adiponectine (Choi et coll. 

2010; Choi et coll. 2011), une hormone qui active l’AMPK et augmente la sensibilité 

à l’insuline (Tishinsky, Robinson et Dyck 2012). L’activation de PPARγ entraîne 

aussi un remodelage physique des masses adipeuses qui libère le foie et les organes 

périphériques d’une partie de leurs dépôts ectopiques de lipides. Ces changements 

favorisent la sensibilité à l’insuline (Ye et coll. 2004) et diminue les concentrations 

d’acides gras libres et de triacylglycérol en circulation (He et coll. 2003). La 

diminution des lipides circulants réduit l’amplification de la sécrétion d’insuline 

induite par le glucose et réduit le stress lipotoxique pour les cellules β (Higa et coll. 

1999; McGarry 2002; Prentki et coll. 2002). En améliorant la sensibilité à l’insuline à 

long terme, les TZDs diminuent la demande pour la sécrétion d’insuline, ce qui est 

bénéfique pour la cellule β. L’activation de PPARγ dans les muscles (Hevener et coll. 

2003) et le cerveau (Lu et coll. 2011) a probablement également des effets positifs sur 

l’homéostasie glucidique, qui ne font pas intervenir les adipocytes. 

Le récepteur nucléaire PPARγ n’est pas la seule cible des TZDs. Trois 

protéines ou complexes enzymatiques ont été identifiés ou proposés comme cibles 

des TZDs dans les mitochondries. Les TZDs lient et stabilisent la protéine 

mitochondriale mitoNEET (Colca et coll. 2004; Paddock et coll. 2007), ils 

inhiberaient l’activité du complexe I de la chaîne de transport d’électrons (Brunmair 

et coll. 2004) et inhiberaient l’activité du complexe enzymatique pyruvate 

déshydrogénase (Fediuc et coll. 2008). Les conséquences fonctionnelles de la liaison 

des TZDs à la protéine mitoNEET sont incertaines, mais l’inhibition d’une seule des 

deux autres cibles suffit à provoquer l’inhibition du métabolisme mitochondrial (voir 

sections 8.1 et 8.2). L’inhibition du métabolisme mitochondrial et de la production 

d’énergie active l’AMPK. L’activation de l’AMPK dans les organes insulinosensibles 

est associée à une amélioration de la sensibilité à l’insuline (Ruderman et Prentki 

2004) et dans les cellules β, à une diminution de la sécrétion d’insuline induite par le 

glucose (Rutter et Leclerc 2009). L’effet inhibiteur de l’AMPK sur la sécrétion 
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d’insuline peut passer par une diminution du déplacement des granules de sécrétion 

(Tsuboi et coll. 2003) ou par un changement dans la répartition lipidique (section 

5.2). 

Dans la cellule β, l’inhibition du métabolisme mitochondrial, de la production 

d’énergie et du métabolisme des lipides (en particulier le cycle GL/AGL) affectent 

plusieurs voies métaboliques impliquées dans le déclenchement et l’amplification de 

la sécrétion d’insuline induite par le glucose. Il en résulte une inhibition de la 

sécrétion d’insuline et une inhibition du métabolisme qui suivent le patron particulier 

de la décélération métabolique (section 5.2). Dans un contexte pathologique, la 

décélération métabolique devrait avoir pour effet de diminuer la sécrétion d’insuline 

(section 6.2) principalement en dehors des repas, lorsque la concentration sanguine de 

glucose est supérieure à la concentration basale (>5 mmol/L) sans être pas trop 

élevée. La diminution de l’insulinémie à court terme est bénéfique pour la sensibilité 

à l’insuline. 

Il est impossible de déterminer pour l’instant si la décélération métabolique 

contribue réellement aux effets bénéfiques de la pioglitazone dans la prévention ou le 

traitement du DT2. Il est néanmoins établi que la pioglitazone n’est pas qu’un ligand 

pour le récepteur nucléaire PPARγ, mais qu’elle est également en mesure de ralentir 

rapidement le métabolisme mitochondrial et d’inhiber la sécrétion d’insuline in vitro 

et in vivo. 
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Figure 10 – Modèle révisé des effets des thiazolidinediones sur l’homéostasie 
glucidique. Voir la section 9.7 pour la description détaillée du modèle. Les flèches 
noires indiquent des effets à long terme, alors que les flèches blanches réfèrent à des 
effets d’abord à court terme ayant peut-être un impact à long terme aussi. La relation 
entre la sensibilité à l’insuline et la sécrétion d’insuline comprend à la fois des 
mécanismes aigus et chroniques d’adaptation. Figure inspirée de Thiazolidinediones: 
metabolic actions in vitro de Clemens Fürnsinn et Werner Waldhäusl (Furnsinn et 
Waldhausl 2002). 
 

10. Conclusions 

 10.1.  Retour sur les principaux résultats 

Dans cette thèse nous proposons la décélération métabolique de la cellule β 

pancréatique comme nouveau mode d’action pour la pioglitazone et la metformine, 

des agents antidiabétiques insulinosensibilisateurs. Ce concept d’inhibition aigüe 

possède trois caractéristiques : 1) une absence d’effet en conditions basales, lorsque 

les concentrations de substrats sont faibles; 2) l’inhibition du métabolisme en 

présence de concentrations stimulantes, mais sous maximales de substrats; 3) la levée 

de l’inhibition lorsque les concentrations de substrats sont élevées. Le patron de la 

décélération métabolique a été observé in vitro avec des cellules INS 832/13 et des 
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îlots isolés de rat, traités de façon aigüe avec de la pioglitazone ou de la metformine, 

pour différents paramètres du métabolisme intermédiaire et pour la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose. En particulier, les deux agents provoquent une 

inhibition légère du métabolisme mitochondrial, qui est sans doute à l’origine de la 

plupart des effets décrits. La capacité de la pioglitazone à inhiber la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose de façon aigüe a été confirmée in vivo, chez le rat 

Wistar, tout comme sa capacité à inhiber le métabolisme oxydatif des nutriments. 

L’effet inhibiteur de la pioglitazone sur la sécrétion d’insuline in vivo apparaît avant 

une augmentation de la sensibilité à l’insuline chez des animaux sains. 

 10.2.  Originalité, intérêt des découvertes et contribution à 

l’avancement des connaissances 

Nous avons introduit le concept de décélération métabolique de la cellule β 

dans le premier article (section 5.2). Le concept et son nom ont été repris par Sof 

Andrikopoulos dans une revue publiée l’année suivant la publication de notre article 

(Andrikopoulos 2010). La décélération métabolique est un mode d’action attrayant 

pour trois raisons majeures : 1) elle est commune aux deux principaux médicaments 

antidiabétiques insulinosensibilisateurs encore utilisés, la metformine et la 

pioglitazone; 2) elle implique des effets directs sur la sécrétion d’insuline qui 

viennent s’ajouter aux effets connus de ces médicaments sur la sensibilité à l’insuline. 

L’action concomitante des médicaments sur les deux composantes clés du DT2 

pourrait expliquer pourquoi ils sont parmi les plus efficaces de la pharmacopée pour 

rétablir l’homéostasie glucidique; 3) elle pourrait expliquer en partie l’effet protecteur 

de la metformine et de la pioglitazone sur la cellule β dans un contexte de stress 

métabolique. 

Nos travaux ont aussi un intérêt particulier d’un point de vue méthodologique. 

Nos découvertes soulignent l’intérêt d’étudier la physiologie de la cellule β sur toute 

la gamme de leur courbe de sensibilité au glucose, et même au-delà. Il nous semble 

pertinent d’étudier les effets de médicaments ou d’interventions qui affectent le 

métabolisme de la cellule β (et sans doute d’autres types cellulaires) avec en tête la 

situation in vivo où la concentration des nutriments varie grandement, surtout dans un 

contexte de dérèglements métaboliques. 
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Nos découvertes pavent la voie à l’élaboration d’une nouvelle approche 

thérapeutique pour le DT2, basée sur une inhibition douce du métabolisme 

mitochondrial. 

 10.3.  Considérations sur de nouvelles approches thérapeutiques 

Il est intriguant de constater que la berbérine et deux des médicaments 

antidiabétiques les plus puissants de la pharmacopée occidentale, les seuls qui 

améliorent la sensibilité à l’insuline (avec la rosiglitazone), sont en mesure de 

provoquer une légère inhibition du métabolisme mitochondrial, d’activer l’AMPK et 

d’inhiber la sécrétion d’insuline induite par le glucose selon un patron d’inhibition 

similaire. Le fait que la pioglitazone et la metformine partagent la décélération 

métabolique comme mode d’action sur la fonction des cellules β, un élément clé pour 

l’apparition et la progression du DT2, le rend particulièrement intéressant pour le 

développement de nouveaux agents thérapeutiques. Les travaux sur les agents qui 

reproduisent les effets de la restriction calorique ou de l’exercice sont déjà sur cette 

voie. À la lumière de nos travaux, les recherches dans ce domaine auraient intérêt à 

approfondir la relation entre l’effet des composés et la quantité et la qualité des 

nutriments présents dans les milieux expérimentaux. La capacité des composés 

identifiés à opérer selon le modèle de la décélération métabolique est peut-être une 

caractéristique essentielle à leur efficacité dans un contexte de stress métabolique. 

Si cette dernière possibilité se vérifie, il serait pertinent de revoir la manière 

d’administrer les médicaments insulinosensibilisateurs. Leur efficacité serait peut-être 

améliorée si leur concentration plasmatique maximale était atteinte au cours de 

périodes d’hyperglycémies modérées, assez faibles pour permettre une inhibition du 

métabolisme. 

Dans une optique « cellule-β-centrique » où l’effet principal d’un nouveau 

médicament est d’inhiber la sécrétion d’insuline lors d’épisodes d’hyperinsulinémie 

basale chez des patients obèses, la combinaison de ce médicament hypothétique avec 

un inhibiteur du SGLT2 semble judicieuse, puisqu’elle permettrait de mettre en veille 

la cellule β tout en éliminant sans risque les surplus de glucose (et de calories). Il y a 

sans doute déjà un grand intérêt à combiner un inhibiteur du SGLT2 à un TZD pour 

traiter un patient obèse et atteint de DT2. L’inhibiteur du SGLT2 devrait en effet 
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diminuer la rétention d’eau et réduire la prise de poids en provoquant une perte de 

calories par l’urine, deux effets indésirables importants des TZDs. 

 10.4.  Suite à donner aux travaux 

Les possibilités de suites à donner à nos travaux sont nombreuses. Plusieurs 

questions et nouvelles pistes de recherche ont déjà été abordées à la suite de la 

présentation des articles (sections 5.4 et 6.4) et dans les sections de discussion. À 

notre avis, les objectifs de recherche qui concernent les applications thérapeutiques 

éventuelles de nos découvertes sont les plus stimulantes, et ce à cause de l’importante 

utilisation des médicaments insulinosensibilisateurs, surtout de la metformine, et de 

l’ampleur de l’épidémie de DT2. Les nouveaux objectifs de recherche pourraient être 

les suivants : 1) identifier la source des effets aigus de la pioglitazone; 2) identifier un 

« décélérant métabolique » pur; 3) déterminer l’implication des effets aigus des 

médicaments dans leurs bienfaits cliniques; 4) valider l’utilisation d’un décélérant 

métabolique comme approche thérapeutique; 5) évaluer l’intérêt de l’approche 

thérapeutique pour d’autres maladies. 
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Identifier la source des effets aigus de la pioglitazone 

L’identification de la cible des effets aigus de la pioglitazone permettrait de 

mieux comprendre les phénomènes observés et faciliterait le développement de 

nouveaux outils pour approfondir cette compréhension et son importance dans les 

bienfaits des médicaments insulinosensibilisateurs. Chacune des cibles mentionnées 

dans cette thèse devraient d’abord être considérées : le complexe I de la chaîne de 

transport d’électron, la protéine mitoNEET et les activités déshydrogénases, surtout 

celles du complexe pyruvate déshydrogénase et de la glycérol-3-phosphate 

déshydrogénase. L’étude de l’implication de l’inhibition du complexe I pourrait se 

faire en comparant les effets de la pioglitazone à ceux de faibles concentrations de 

roténone, un inhibiteur du complexe I. L’étude de l’implication de mitoNEET 

pourrait se faire en diminuant son expression par la technologie de l’ARN interférant 

(à condition que la protéine soit bien exprimée dans les cellules β). En absence de 

mitoNEET, la pioglitazone ne parvient peut-être pas à inhiber le métabolisme 

mitochondrial des cellules β. L’étude de l’implication des déshydrogénases pourrait 

aisément se faire par des expériences en absence de cellules à partir d’enzymes 

purifiées ou de préparations enrichies en déshydrogénases par immunoprécipitation. 

Ces activités se suivent en dosant l’absorbance du NADH. La pioglitazone pourrait 

inhiber directement certaines activités déshydrogénases. 

Identifier un décélérant métabolique 

Pour apprécier pleinement l’intérêt (ou non) de la décélération métabolique 

comme approche thérapeutique et déterminer si elle est instrumentale dans les effets 

de la metformine et de la pioglitazone, les recherches à venir seraient facilitées par 

l’identification d’un nouvel agent (criblage d’une librairie de composés) qui serait 

purement un décélérant métabolique. L’identification de la cible première de la 

pioglitazone serait un atout dans cette quête. La structure du composé pourrait être 

optimisée pour son effet inhibiteur sur la cible identifiée. 

Déterminer le rôle des effets aigus des médicaments dans leurs bienfaits 

Avant d’aller plus loin avec le concept de décélération métabolique, les 

recherches devraient vérifier qu’il s’observe in vivo, dans un contexte de stress 

métabolique. Si la décélération métabolique opère dans ce contexte, nous devrions 

pouvoir l’observer par des clamps hyperglycémiques effectués sur des modèles 
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animaux de DT2. Les clamps hyperglycémiques pourraient être repris avec des rats 

Zucker diabetic fatty, qui deviennent spontanément diabétiques à l’âge de 8 semaines 

(Ikeda et coll. 1981). Les expériences devraient être effectuées avec des animaux à 

jeun depuis plus longtemps que lors de nos clamps précédents (par exemple cinq 

heures de jeûne, pour s’assurer d’une insulinémie basale minimale) et repris avec 

deux concentrations de glucose (deux séries d’expériences distinctes), par exemple 

11 mmol/L et 16,7 mmol/L. Si le concept de décélération métabolique de la cellule β 

s’applique in vivo, l’inhibition de la sécrétion d’insuline devrait être beaucoup plus 

importante à 11 mmol/L glucose qu’à 16,7 mmol/L. 

En parallèle, la caractérisation des effets aigus de la metformine et de la 

berbérine devraient être menée in vivo. La berbérine est un produit naturel qui 

pourrait être utilisé à moindre coût que les TZDs. La comparaison des effets de la 

metformine et de la berbérine à ceux de la pioglitazone permettrait de déterminer si la 

décélération métabolique de la cellule β est bien un effet commun aux agents 

insulinosensibilisateurs. 

Il serait ensuite pertinent de vérifier si le concept s’applique chez l’humain 

dans un contexte thérapeutique (dose habituelle, circonstances habituelles 

d’administration). L’étude chez l’humain devrait débuter en vérifiant dans les 

dossiers des patients si les agents insulinosensibilisateurs sont plus efficaces chez les 

individus hyperinsulinémiques à jeun, chez qui la décélération métabolique risque 

d’avoir le plus d’effet. Ou chez des patients qui prennent la pioglitazone le soir. Si la 

décélération métabolique est instrumentale dans les effets des médicaments, ceux-ci 

devraient s’avérer plus efficaces dans les deux cas. 

Valider l’utilisation d’un décélérant métabolique comme outil thérapeutique 

Dans l’éventualité où un décélérant métabolique est identifié, il sera très 

excitant de le valider comme nouvel outil thérapeutique. L’utilisation d’un modèle 

animal de DT2 serait encore ici à privilégier pour effectuer les tests, en comparant les 

effets de ce produit à ceux de la pioglitazone et de la metformine. Un décélérant 

métabolique devrait diminuer la sécrétion d’insuline induite par le glucose après une 

administration aigüe et diminuer la dépense énergétique. 
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Évaluer l’approche thérapeutique dans d’autres contextes 

Les composés qui ralentissent le métabolisme attirent l’attention dans d’autres 

contextes physiologiques ou pathophysiologiques que celui du DT2 (Ingram et coll. 

2006). Ils ont entre autres de l’intérêt pour ralentir la progression des masses 

cancéreuses (Dhahbi et coll. 2005; Gohil et coll. 2010; Wei, Kulp et Chen 2010), 

pour prévenir les conséquences néfastes de l’ischémie-reperfusion (Riepe et coll. 

1997; Gohil et coll. 2010) et pour prolonger l’espérance de vie (Lane, Ingram et Roth 

2002; Dhahbi et coll. 2005; Blalock et coll. 2010; Lebel et coll. 2012). La 

décélération métabolique pourrait bien être instrumentale dans ces autres maladies ou 

contextes physiologiques. Un éventuel décélérant métabolique pourrait ainsi 

intéresser de nombreux domaines de recherche en santé. 
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xxi

Annexe A – Estimation de la concentration 

intracellulaire de metformine 

 

Méthode 1 : 

Si les protéines contribuent à 17% du poids humide d’un tissu (McNurlan et Garlick 

2000), alors : 

  1 mg de protéines = (1 mg protéines * 100 mg matériel)/ 17 mg protéines 

   ≈ 6 mg de matériel 

Et si l’eau représente 73% de la masse d’un tissu (Sheng 2000), alors : 

  6 mg de matériel = 4,4 mg d’eau 

   ≈ 4,4 µL d’eau 

Donc pour 1 mg de protéines cellulaires il y a environ 4,4 µL d’eau. 

Ainsi, pour 25 nmol de metformine par mg de protéines : 

  Concentration de metformine = 25x10-9 mol/ 4,4x10-6 L 

     = 5,7x10-3 mol/L 

= 5,7 mmol/L 

 

Méthode 2 : 

Si 60% du poids sec d’un tissu provient des protéines (Alberts 1989), alors : 

  1 mg de protéines = 1,7 mg de matériel sec 

Et si 50% du poids humide d’un tissu provient de l’eau (Prentki et coll. 1979), alors : 

  1,7 mg de matériel sec = 1,7 mg d’eau 

    ≈ 1,7 µL d’eau 

Donc pour 1 mg de protéines cellulaires il y a environ 1,7 µL d’eau. 

Ainsi, pour 25 nmol de metformine par mg de protéines : 

  Concentration de metformine = 25x10-9 mol/ 1,7x10-6 L 

     = 14,7x10-3 mol/L 

= 14,7 mmol/L 

 


