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Résumé

La prévalence du diabéte dans le monde ne cesse d’augmenter, avec une estimation de 700 millions
de malades en 2045. La compréhension des mécanismes impliqués dans le développement de la
maladie est devenue un enjeu majeur de santé publique pour limiter la progression du diabéte dans

le monde.

Le diabéte de type 2 (DT2) se caractérise par une hyperglycémie chronique causée par une
résistance a I'insuline des tissus périphériques et une perte de fonction et/ou de masse des cellules
B pancréatiques. Ces cellules, présentes dans les flots de Langerhans, interviennent dans la
régulation de I’"homéostasie glucidique en sécrétant de I'insuline, une hormone hypoglycémiante
qui agit sur différents tissus, comme le foie, le muscle ou le tissu adipeux. Le dysfonctionnement
physiopathologique des cellules B, suite a de nombreux stress cellulaires (stress oxydatif, stress du

réticulum endoplasmique, inflammation), est a I'origine du développement du DT2.

Outre les facteurs génétiques, I'obésité induite par un régime riche en graisses et en glucides,
I'inactivité physique et le vieillissement sont considérés comme des facteurs de risques
environnementaux majeurs du développement du DT2. Ces facteurs peuvent induire des
modifications épigénétiques sur 'ADN (méthylation des cytosines) ou les histones (acétylation,

méthylation, phosphorylation, ubiquitination), altérant I’expression des génes.

D’autres aspects de la régulation de |'expression des genes sont peu étudiés dans le contexte du
diabéte de type 2. En effet, les ARN peuvent également étre soumis a des modifications chimiques
sensibles aux signaux environnementaux, comme pour [|'ADN. Ces modifications
épitranscriptomiques, correspondent a I’'ensemble des modifications chimiques et réversibles de
I’ARN, la plus répandue étant la méthylation m®A, en position N6 de I'adénosine. Le groupement
méthyle est ajouté par un complexe protéique composé, notamment, des méthyltransférases
METTL3 et METTL14 et peut étre retiré par les déméthylases ALKBHS5 ou FTO. Ces modifications
pourront étre reconnues par des protéines cytoplasmiques ou nucléaires, qui affecteront la

traduction, I'épissage, la stabilité, la structure ou la localisation des ARN.

Cette modification intervient dans de nombreux processus physiologiques et physiopathologiques.
Toutefois, son réle au cours du DT2 est encore peu connu, méme s’il a été récemment démontré
que la méthylation m®A pouvait étre altérée dans I'llot pancréatique et affecter la sécrétion

d’insuline.



Nous avons émis I'hypothese que I'environnement, par le biais de variations de la glycémie ou des
concentrations d'acides gras libres dans le sang, pourrait induire des changements de la méthylation

mPA des ARN et conduire au dysfonctionnement des cellules B pancréatiques au cours du DT2.

Les résultats obtenus au cours de cette thése montrent une diminution significative de la
méthylation mPA en présence d'une concentration élevée de glucose, chez la souris et dans des ilots
obtenus de donneurs humains, associée a une augmentation d'expression des déméthylases m°A.
Le palmitate induit I'effet inverse avec une augmentation de la méthylation m6A et une réduction
d’expression des déméthylases. De plus, l'utilisation de siRNA et d'inhibiteurs spécifiques démontre
gue ces enzymes modulent I'expression de genes impliqués dans l'identité des cellules B et la

sécrétion d'insuline stimulée par le glucose.

Ces résultats, associés aux données de la littérature, suggerent que les variations en glucose
régulent la méthylation m®A, qui joue un rdle clé dans le contréle de I'expression des génes de
I'identité et de la fonction des cellules B pancréatiques. Nos résultats mettent en évidence de
nouveaux mécanismes potentiellement impliqués dans la physiopathologie du diabéte de type 2 et

peuvent donc contribuer a une meilleure compréhension de I'étiologie de cette maladie.



Abstract

The prevalence of diabetes in the world continues to increase, with an estimate of 700 million
patients by 2045. Understanding the mechanisms involved in the development of the disease has

become a major public health issue to prevent the progression of diabetes in the world.

Type 2 diabetes (T2D) is characterized by chronic hyperglycemia (> 1.26 g / L) caused by insulin
resistance in peripheral tissues and loss of function and / or mass of pancreatic B cells. These cells,
present in the islets of Langerhans, are involved in the regulation of carbohydrate homeostasis by
secreting insulin, a hypoglycemic hormone that acts on various tissues sensitive to insulin, such as
the liver, muscle or adipose tissue. The pathophysiological dysfunction of B cells, following
numerous cellular stresses (oxidative stress, endoplasmic reticulum stress, inflammation, etc.), is at

the origin of the development of T2D.

In addition to genetic factors, obesity induced by a diet rich in fats and sugars, physical inactivity
and aging are considered to be major environmental risk factors for the development of T2DM.
These factors modify the environment of the cells and cause chemical modifications of DNA
(methylation of cytosines) or histones (acetylation, methylation, phosphorylation, ubiquitination),
called epigenetic modifications, thus modulating the expression of many genes and altering, in

particular, the identity or function of pancreatic B cells.

Other aspects of the regulation of gene expression are little studied in the context of type 2 diabetes.
Indeed, RNAs can also be subjected to chemical changes sensitive to environmental signals, such as
DNA. These epitranscriptomic modifications correspond to the chemical and reversible
modifications of RNA, the most common is m®A methylation, at position N6 of adenosine. The
methyl group is added by a protein complex composed in particular of methyltransferases METTL3
and METTL14 and can be removed by demethylases ALKBH5 or FTO. These modifications can be
recognized by cytoplasmic or nuclear proteins, which will affect the translation, splicing, stability,

structure or localization of RNAs.

This modification is involved in many physiological and pathophysiological processes. However, its
role in T2D is still poorly understood, although it has recently been shown that m®A methylation

may be altered in the pancreatic islet and affect insulin secretion.



Thus, in this thesis work, we hypothesized that the environment, through variations in glycemia or
free fatty acid concentrations in the blood, could induce changes in the m®A methylation of RNAs

and lead to pancreatic B cell dysfunction during T2D.

The results obtained during this thesis show a significant decrease in m®A methylation in the
presence of a high concentration of glucose, both in mice and in islets obtained from human donors,
associated with altered expression levels of mPA demethylases. Palmitate induces the opposite
effect with an increase in m6A methylation and a reduction in the expression of demethylases. In
addition, the use of siRNA and/or specific inhibitors demonstrates that these enzymes modulate the
expression of genes involved in the identity of pancreatic B cells and insulin secretion stimulated by

glucose.

These results, combined with data from the literature, suggest that changes in glucose
concentration regulate m®A methylation, which plays a key role in controlling gene expression for
the identity and function of pancreatic B cells. Thus, our results highlight new mechanisms
potentially involved in the pathophysiology of type 2 diabetes and may therefore contribute to a

better understanding of the etiology of this disease.
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Introduction

I. Maintien de ’lhoméostasie glycémique

Le glucose est la principale ressource énergétique de I'organisme. Il est assimilé par I'intestin au
cours d’'un repas et atteint la circulation sanguine pour alimenter I'ensemble des cellules de
I’organisme. Le catabolisme du glucose permet de produire une grande quantité de molécules d’ATP

(Adénosine triphosphate), par la glycolyse et le cycle de Krebs.

Le taux de glucose dans le sang, ou glycémie, varie de maniére importante au cours de la journée.
Apres un repas, la glycémie augmente de maniere transitoire pour revenir a la normale aprés
quelques heures, avec une valeur comprise entre 0,8 et 1,2 g/L chez ’Homme (4 a 6 mM de glucose).
A l'inverse, la glycémie diminue entre les repas, au cours d’activités physiques ou lors de périodes

de jelne.

Une hypoglycémie prolongée est nocive pour I'organisme, les besoins énergétiques des cellules
étant constants. De méme, une hyperglycémie prolongée est également délétere. Ces conditions
provoquent toutes deux un stress oxydatif et un dysfonctionnement cellulaire pouvant aller jusqu‘a
I'apoptose (Kato et al., 2019). La glycémie doit donc étre finement régulée pour maintenir un
équilibre entre I'apport de glucose dans le sang et la consommation du glucose par les cellules.
L'organisme a donc mis en place de nombreux mécanismes de régulation de la glycémie par I'action

de divers organes et I'instauration d’un dialogue multi-tissulaire (Castillo-Armengol et al., 2019).

Les variations de concentrations en glucose peuvent étre détectées par différents types cellulaires.
Par exemple, deux types de neurones spécialisés sont capables de détecter des variations de la
glycémie : les neurones activés par I'hyperglycémie (neurones GE « glucose excited ») ou par
I’hypoglycémie (neurones Gl, « glucose inhibited »)(Routh, 2002). Les cellules a et B pancréatiques
situés dans les flots de Langerhans, sont d’autres exemples de cellules sensibles au glucose qui
seront décrites ultérieurement. Ces différentes cellules répondent en conséquence par messages

nerveux ou hormonaux, qui seront ensuite reconnus par les différents organes cibles.
A. Cas de I’"hypoglycémie

En période de jeline (Figure 1), I'épithélium gastrique sécrete la ghréline lorsque I’'estomac est vide

(Ariyasu et al., 2001). Cette hormone agit au niveau du cerveau pour augmenter la prise alimentaire.



Elle induit la synthése de neuropeptides orexigénes NPY (neuropeptide Y) et AgRP (agouti-related

protein) qui stimulent I'appétit et la prise alimentaire (Kamegai et al., 2001).

La ghréline réduit aussi I'effet du GLP-1 (Glucagon-like peptide-1), une autre hormone gastro-
intestinale, qui agit sur le cerveau et la sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques (Drucker,
2018) et qui sera décrite dans la partie suivante. La ghréline empéche I'action de I’hormone par

internalisation du récepteur au GLP-1 (GLP-1R) (Ronveaux et al., 2015).

La ghréline favorise également I'utilisation du glucose, la synthése des lipides et inhibe I'oxydation
des acides gras dans le tissus adipeux en réduisant, par exemple, I'expression de CPT-1a (Carnitine
Palmitoyltransferase 1a), impliquée dans la B-oxydation et en augmentant I'expression de FASN
(Fatty acid synthase), impliquée dans la synthése d’acides gras (Theander-Carrillo et al., 2006). En
paralléle, la ghréline stimule la sécrétion de glucagon par les cellules a pancréatiques (Chuang et al.,

2011).

Une concentration faible en glucose induit également I'activation des neurones Gl, suite a une
augmentation du ratio AMP/ATP (Adénosine monophosphate), qui active I’AMPK (AMP-activated
protein kinase). Cette enzyme contréle I'activité des canaux ioniques dans les neurones. Elle induit
une augmentation de leur activité électrique et la sécrétion de neurotransmetteurs, stimulant la

sécrétion de glucagon par les cellules a pancréatiques (Fioramonti et al., 2010; Lamy et al., 2014).

De plus, le glucose affecte directement les cellules a pancréatiques. En effet, la diminution d’ATP en
absence de glucose dans les cellules a induit la fermeture des canaux potassiques ATP-dépendants
(Rix et al., 2000). La dépolarisation de la membrane plasmique favorise I'entrée de calcium dans la
cellule induisant I'exocytose des granules de sécrétion du glucagon. Le glucagon augmente la
lipolyse dans le tissu adipeux pour continuer a produire de I'énergie sous forme d’ATP a partir des
acides gras. Pour parer au manque de glucose, le glucagon induit également, dans le foie, la
glycogénolyse, pour libérer le glucose stocké sous la forme de glycogéne, et la gluconéogenése, qui

permet la synthése de glucose a partir d’acides aminés.

Le tissu adipeux, en réponse aux différents stimuli induit par I'hypoglycémie, sécréte de
I'adiponectine qui active la voie AMPK dans différents organes. Dans le cerveau, I'adiponectine
augmente l'appétit et réduit les dépenses énergétiques (Kubota et al., 2007). Dans le foie, cette
hormone favorise la B-oxydation et réduit la lipogenése (Yamauchi et al., 2002). Enfin, elle augmente
la sensibilité a I'insuline des organes cibles (Berg et al., 2001; Yamauchi et al., 2001) pour permettre

une réaction rapide en cas de prise alimentaire.
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Figure 1 : Interaction inter-organes au cours d’une hypoglycémie.

Interaction des différents organes via la sécrétion d’hormones ou de neurotransmetteurs pour contrer I’hypoglycémie.
Les différentes hormones permettent d’augmenter la glycémie en activant la production de glucose dans les différents
organes de stockage ou I'utilisation d’autres substrats pour la production d’énergie (Adapté de Castillo-Armengol et al.,
2019).

Tous ces mécanismes permettent provisoirement de pallier le manque de glucose dans I'organisme
en stimulant la prise alimentaire, en réduisant les dépenses énergétiques et en activant la

production d’énergie a partir d’autres substrats.
B. Cas de I’hyperglycémie

Au cours du repas (Figure 2), les nutriments ingérés sont détectés par les cellules intestinales qui
liberent alors différentes hormones dans la circulation sanguine. Les cellules L intestinales
notamment, sécretent le GLP-1. Cette hormone se lie au niveau de ses récepteurs GLP1-R dans le
cerveau pour activer les neurones POMC/CART (Proopiomelanocortin / Cocaine and amphetamine-
regulated transcript), qui sécrétent alors des neuropeptides anorexigénes diminuant I'appétit

(Ronveaux et al., 2015).
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Le GLP-1 agit également sur les cellules B pancréatiques en synergie avec le GIP (Glucose-dependent
insulin releasing polypeptide), une hormone sécrétée par les cellules K intestinales (Nauck et al.,
1986; Parker et al., 2009). Ces hormones potentialisent la sécrétion d’insuline et augmentent sa

synthése dans les cellules B, contribuant a la régulation de la glycémie (Seino et al., 2010).

Le glucose, qui rejoint la circulation sanguine par la veine portale, est détecté par les cellules
neuronales a proximité. Les neurones GE sont alors activés de maniere similaire aux cellules B (voir
ci-dessous) et sécretent des neurotransmetteurs suite a I’entrée de calcium dans la cellule (Ashford
et al., 2004). Ces neurotransmetteurs induisent, dans les cellules B, la premiere phase de sécrétion

d’insuline pour s’adapter rapidement aux variations de concentration en glucose (Miki et al., 2001).

Au niveau du pancréas, le glucose traverse la membrane des cellules B par le transporteur GLUT2
(glucose transporter 2). Il est ensuite métabolisé dans la cellule aprés phosphorylation par la
glucokinase et permet la production importante d’ATP. L’augmentation du ratio ATP/ADP
(Adenosine diphosphate) induit la fermeture des canaux potassiques ATP dépendants, induisant la
dépolarisation de la membrane plasmique et I'entrée de calcium, activant I’exocytose des granules

de sécrétion d’insuline.

Cette hormone agit sur le foie, les muscles et les tissus adipeux. Elle augmente notamment la
captation du glucose dans ces organes par les transporteurs du glucose présent a la membrane
cellulaire (GLUT2 pour le foie, GLUT4 pour les muscles et tissus adipeux) (Chadt & Al-Hasani, 2020).
L'insuline active également la glycogénogenése, permettant le stockage du glucose sous forme de
glycogene dans le foie et les muscles. En paralléle, I'insuline inhibe la gluconéogenese hépatique et
la sécrétion du glucagon par les cellules a pancréatiques. Enfin cette hormone régule le
métabolisme des lipides en favorisant la synthese d’acide gras et de triglycérides dans le tissu

adipeux mais également dans le foie.

Le stockage des triglycérides dans les adipocytes entraine la sécrétion de leptine, une hormone
agissant sur le systéme nerveux via les voies JAK/STAT (Janus Kinase / Signal transducer and
activator of transcription). Ce signal induit une diminution de la prise alimentaire (Klok et al., 2007)
et augmente la dépense énergétique afin d’éviter un stockage trop important de triglycérides, nocif

pour |'organisme.

Apres un repas, la réponse coordonnée des différents tissus permet de maintenir ’lhoméostasie
glycémique. La prise alimentaire est réduite, la dépense énergétique augmentée et le stockage du

glucose est mis en place dans les différents organes afin de réduire la glycémie.
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Figure 2 : Interaction inter-organes dans la régulation de la glycémie post-prandiale.

L’interaction des différents organes via la sécrétion d’hormones ou de neurotransmetteurs reconnus par les différents
tissus cibles permet le maintien de I’"homéostasie glycémique apres un repas. Ces messages hormonaux ou nerveux
réduisent la prise alimentaire, augmentent les dépenses énergétiques et induisent le stockage du glucose (Adapté de
Castillo-Armengol et al., 2019).

La dérégulation d’une de ces voies permettant de maintenir 'homéostasie glycémique peut
entrainer I'apparition de désordres métaboliques. Par exemple, un régime hypercalorique peut
induire un stockage trop important de lipides qui conduit a I'obésité, mais peut aussi provoquer une
résistance a l'insuline et a la leptine dans les tissus périphériques (Frederich et al., 1995). Ainsi,
I'appétit et la prise alimentaire ne sont pas réduits malgré la présence de leptine, et le glucose n’est
pas stocké sous I'effet de I'insuline, entrainant une hyperglycémie pouvant causer I'apparition d’un

diabete.

Notre laboratoire s’intéresse depuis plusieurs années a la régulation de ’lhoméostasie énergétique
et a I'adaptation métabolique, notamment au niveau de la cellule B pancréatique. Par la suite, nous
nous intéresserons donc plus particulierement au pancréas, un des organes clés contrélant
I’homéostasie glycémique, dont les mécanismes de sécrétion d’insuline par les cellules B des ilots

pancréatiques sont particulierement étudiés dans notre laboratoire.
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Il. Le pancréas
A. Organisation et fonction

Le pancréas est une glande mixte composée de deux parties distinctes ayant chacune une fonction

spécifique.

La partie exocrine, qui correspond a 98% de la masse du pancréas, est impliquée dans la digestion.
Elle est composée de cellules acinaires et ductales (Figure 3). Les cellules acinaires s’organisent en
acini pour former des lobules et produisent des sucs digestifs contenant des enzymes dégradant les
lipides (lipases), les glucides (glycosidases), les protéines (protéinases et peptidases) et les acides
nucléiques (nucléases). Ces enzymes sont indispensables a la dégradation des nutriments pour
permettre une bonne absorption par 'intestin. Les cellules ductales forment les réseaux de canaux
qui déversent les sucs digestifs dans le duodénum par le canal de Wirsung. Elles sécrétent également
des ions bicarbonates qui régulent le pH des sucs digestifs pour une activité optimale des enzymes

de digestion.

La partie endocrine représente 2 % de la masse du pancréas. Elle correspond aux ilots de Langerhans
(Figure 3), composés de cinq types cellulaires distincts dont la principale fonction est de maintenir
I’'homéostasie glycémique. Ces cellules sécrétent des hormones qui pourront avoir un effet
autocrine, paracrine ou endocrine, par libération d’hormones dans le sang grace aux capillaires qui
traversent les flots pancréatiques. Les cellules B, qui constituent une part cellulaire importante de
I'llot, sécretent l'insuline, une hormone hypoglycémiante qui induit la glycogénogénese et la
lipogenese. Les cellules a, second type cellulaire le plus représenté, sécretent le glucagon, une
hormone hyperglycémiante qui induit la néoglucogenése et la glycogénolyse. Les autres types de
cellules sont présents en faibles quantités dans I'llot, mais jouent un role important dans le contréle
de 'homéostasie énergétique. Les cellules & sécretent la somatostatine, les cellules PP sécretent le
polypeptide pancréatique et les cellules € sécrétent la ghréline. Ces hormones inhibent la sécrétion
des cellules exocrines (Heintges et al., 1994; Louie et al., 1985; Ohnishi et al., 1994; Zhang et al.,
2001) et régulent la sécrétion d’insuline et de glucagon par les cellules endocrines (Hauge-Evans et

al., 2009; Tong et al., 2010) et permettent ainsi une régulation fine de la glycémie.

L'organisation des Tlots pancréatiques varie selon les espéces (Steiner et al., 2010) et influence leur
fonctionnement (Cabrera et al., 2006). Chez 'Homme, les différents types de cellules endocrines
sont répartis dans I'ensemble de I'llot avec environ 50 % de cellules B, 40 % de cellules a, 10 % de

cellules & et quelques cellules des autres types cellulaires (Figure 3).
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Figure 3 : Organisation du pancréas humain.

Le pancréas se situe derriere I'estomac, entre le duodénum (au niveau de la téte) et la rate (au niveau de la queue du
pancréas). Les cellules acinaires et ductales constituent la partie exocrine du pancréas. La partie endocrine correspond
aux ilots de Langerhans, composeés de 5 types cellulaires distincts (Encyclopaedia Britannica).

Chez la souris (Figure 4), le pancréas est diffus, avec 60 a 80% de cellules B localisées au centre de
I'llot. Les cellules a, qui représentent 15 a 20 % de I'llot, se situent en périphérie, avec les autres

types cellulaires.

Stomach Mouse islet

Spleen

Duct of Wirsung

A - /-’ = i
(S C-\)z‘ > "5l

2 ( : (.{3\:*";). w e-Cell

Pancreas
Duodenum

Figure 4 : Pancréas et organisation des ilots pancréatiques murins.

Chez la souris le pancréas est plus diffus. La partie exocrine est semblable a ’Homme mais I'organisation des ilots
pancréatiques est différente, avec les cellules 8 au centre de I'ilot et les autres types cellulaires en périphérie (Adapté de
Campbell & Newgard, 2021 et Biorender.com).
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B. Développement embryonnaire du pancréas

Bien que nous ne travaillions pas directement sur le développement du pancréas endocrine, il est
important de comprendre les mécanismes moléculaires impliqués pour mieux appréhender le role

de ces facteurs dans le fonctionnement normal ou pathologique du pancréas adulte.

Le pancréas a pour origine 'endoderme, feuillet embryonnaire a I'origine de la formation des
appareils digestif et respiratoire, du foie, de la vésicule biliaire et du pancréas (pour revue, voir

Larsen & Grapin-Botton, 2017).

Chez la souris, dés le 8™ jour de développement embryonnaire (E8), la notochorde envoie un signal
de spécification pancréatique a I'’endoderme antérieur par production d’Activine-pB et de FGF2
(Fibroblast growth factor 2) qui inhibent I’expression de SHH (Sonic hedgehog) (Hebrok et al., 1998)
(Figure 5). Ces signaux, en plus de I'acide rétinoique produit par le mésoderme latéral (Martin et al.,
2005), permettent I'expression de PDX1 (Pancreatic and duodenal homeobox 1), un facteur de
transcription clé dans le développement du pancréas. En effet, une mutation du géne PDX1 chez
I"'Homme ou une invalidation chez la souris conduisent a une agénésie du pancréas (Jonsson et al.,
1994; Stoffers et al., 1997). Les cellules multipotentes exprimant ce facteur de transcription

donneront naissance aux cellules progénitrices pancréatiques (Gu et al., 2002).

Apres fusion des aortes dorsales a E8.5, la notochorde est séparée de I’endoderme mais I’expression
de PDX1 est maintenue par la sécrétion de signaux produits par I'aorte comme le VEGF (Vascular

endothelial growth factor) (Lammert et al., 2001; Yoshitomi & Zaret, 2004) (Figure 5).
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Figure 5 : Interactions entre les différents tissus embryonnaires lors du bourgeonnement pancréatique.
La notochorde, I'aorte et le mésoderme influencent la spécification pancréatique du bourgeon dorsal. Les veines vitellines
influencent la spécification pancréatique du bourgeon ventral (Pan & Wright, 2011).

L'expression de PDX1 dans I’'endoderme dorsal associée a |I'expression de FGF10 par le mésenchyme
conduit au développement du bourgeon dorsal pancréatique a E9.5 (Figure 5) (Bhushan et al., 2001;
Pictet et al., 1972).
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Ces signaux aortiques permettent également d’induire I'expression du facteur de transcription
PTF1a/P48 (Pancreas associated transcription factor 1a) a E10.5 qui intervient, tout comme PDX1,
dans la spécification pancréatique (Kawaguchi et al., 2002; Yoshitomi & Zaret, 2004). Dans la région
ventrale de I'endoderme, les veines vitellines produisent également des signaux permettant

d’induire I’expression de PDX1 (Lammert et al., 2001).

En parallele, le FGF et BMP (Bone morphogenetic protein), sécrétés respectivement par le
mésoderme cardiaque et les cellules mésenchymateuses du septum transversal, induisent la
formation d’un bourgeon embryonnaire a I'origine du foie (Rossi et al., 2001) (Figure 6). L’absence
de ce signal en aval permet le développement du bourgeon ventral pancréatique a E10 par absence

d’expression de SHH (Deutsch et al., 2001).
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Figure 6 : Interaction du mésoderme cardiaque avec I'endoderme ventral.
Le mésoderme cardiaque et le septum transversal inhibent la spécification pancréatique au profit d’une spécification
hépatique (Adapté de Rossi et al., 2001)

Les cellules multipotentes des bourgeons pancréatiques subissent une premiére phase de transition
de E9.5 jusqu’a E12.5. Cette phase correspond a la prolifération des cellules épithéliales
pancréatiques et au début de leur différenciation. Ces cellules expriment le facteur de transcription

SOX9 (SRY-box transcription factor 9), qui stimule leur prolifération et maintien leur état

indifférencié (Seymour et al., 2007).

A ce stade, les premiéres cellules positives au glucagon et a I'insuline apparaissent respectivement
a E9.5 et 10.5 (Sosa-Pineda et al., 1997) suite au début d’expression de la Neurogenin-3 (NGN3), un

facteur de transcription des progéniteurs endocriniens (Gu et al., 2003; Villasenor et al., 2008).

L’épithélium des deux bourgeons pancréatiques prolifére et se ramifie dans le mésenchyme. AE11.5
la rotation de I'estomac induit le déplacement du pancréas ventral jusqu’au pancréas dorsal,

permettant leur fusion a E13 (Figure 7).
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Figure 7 : Etapes du développement pancréatique.
1. Développement des bourgeons embryonnaires dorsal et ventral. 2. Rotation du pancréas ventral vers le pancréas
dorsal. 3. fusion des deux pancréas (Adapté de Tiirkvatan et al., 2013).

La 2° phase de transition a lieu a partir de E12.5, avec une seconde vague de différenciation plus

importante et une perte d’expression de PDX1.

L'expression de PTFla/P48 persiste uniquement dans les «tip cells » correspondant aux
progéniteurs acinaires (Krapp et al., 1998) (Figure 8). L’'expression de MIST1 (Muscle, intestine and
stomach expression 1) dans ces cellules induit leur différenciation terminale en cellules acinaires (D.

Jia et al., 2008).

Les « trunk cells », qui n’expriment plus PTF1a/P48 mais NKX6.1 (NK6 homeobox 1), sont des
progéniteurs capables de se différencier en cellules ductales ou cellules endocrines (Schaffer et al.,

2010).

Au cours de cette phase de transition, une seconde vague d’expression de la Neurogenin-3 dans
certaines cellules induit leur différenciation en progéniteurs endocrines (Gu et al., 2002; Lee et al.,
2001). Les autres cellules, qui n’expriment pas la Neurogenin-3 mais expriment les facteurs de
transcription HES1 (Hairy and enhancer of split-1) et HNF6 (Hepatocyte nuclear factor 6), se

différencient en cellules ductales (Lee et al., 2001; Pierreux et al., 2006).

Par la suite, les progéniteurs endocriniens exprimant la Neurogenin-3 se différencient en cellules
endocrines matures grace a I'expression de genes spécifiques. Au cours de la différenciation, la
délamination des cellules exprimant la Neurogenin-3 a E15.5 permet de former des clusters de
cellules endocrines dans le mésenchyme qui deviendront par la suite les flots pancréatiques (Figure

8).
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Figure 8: Délamination des progéniteurs endocrines au stade E15.5.
Les cellules exprimant la neurogenin-3 ont pour origine les « trunk cells » et s’organisent, aprés délamination, en clusters
de cellules endocrines dans le mésenchyme pour former, par la suite, des ilots pancréatiques matures (Shih et al., 2013).

Dans ces clusters, le facteur de transcription ARX (Aristaless related homeobox) promeut la
différenciation en progéniteurs de cellules a, PP ou € (Figure 9)(Collombat et al., 2003, 2007; Heller
et al., 2005). Les cellules qui expriment MAFB (MAF bZIP transcription factor B) et PAX6 (Paired box
6) deviendront alors des cellules a, celles exprimant NKX2.2 (NK2 homeobox 2) des cellules PP et

les autres progéniteurs des cellules € (Figure 8).

Avec un effet antagoniste a ARX, I'expression de PAX4 (Paired box 4) induit une différenciation en
progéniteurs de cellules B ou 6 (Figure 9)(Collombat et al., 2003). Parmi ces cellules, celles exprimant
PAX6 sans exprimer PDX1 deviendront des cellules 6. Les autres cellules, qui réexpriment fortement
PDX1 associé a l'expression de NKX6.1, NKX2.2 et MAFA (MAF bZIP transcription factor A),
deviendront des cellules B matures (Sander et al., 2000). Dans les cellules B matures, PDX1 intervient
dans la régulation des génes impliqués dans la fonction des cellules B comme le géne de l'insuline
(Peers et al., 1994; Petersen et al., 1994), de la glucokinase, qui intervient dans le métabolisme du
glucose, ou de I'amyline, une autre hormone sécrétée par les cellules B qui intervient la régulation

de la glycémie (Chakrabarti et al., 2002; Serup et al., 1996).

Une fois les cellules de I'flot pancréatique différenciées, les cellules B sécretent du VEGF-A (Vascular
endothelium growth factor A) pour attirer les cellules endothéliales (Nikolova et al., 2006), qui
formeront les réseaux de capillaires dans I'llot pancréatique. En réponse, les cellules endothéliales
synthétisent des chaines de laminines a4 et a5 qui vont interagir avec les B-intégrines présentes a
la surface des cellules B pancréatiques. Cette interaction induit, in vitro, I'expression du gene de

I'insuline et la prolifération des cellules B (Nikolova et al., 2006).
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Figure 9: Les différents facteurs de transcription impliqués dans le développement des lignées cellulaires du pancréas.
(Adapté de Jiang & Morahan, 2011).

Chez I’'Homme, le développement embryonnaire du pancréas est similaire (Voir tableau 1), avec
néanmoins quelques différences. Par exemple, on ne retrouve qu’une seule phase d’expression de
la Neurogenin-3 chez I'Homme (Salisbury et al., 2014) alors que son expression est biphasique chez
la souris (Villasenor et al., 2008), ce qui explique I'apparition relativement tardive des premiéeres

cellules endocrines dans le pancréas humain.

Souris Homme
Développement du bourgeon dorsal E9.5 E26
Développement du bourgeon ventral E10 E32
Rotation du bourgeon ventral E11.5 E37
Fusion du pancréas dorsal et ventral E13 E56
Début d’expression de I'insuline E10.5 E52
Début d’expression du glucagon E9.5 E56
Formation des flots pancréatiques matures E18 E91

Tableau 1 : Comparaison du temps de développement du pancréas humains et murins.
Données exprimées en jours de développement embryonnaires (E) (pour revue, voir Mfopou et al., 2010).
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lll. Le diabete
A. Epidémiologie et caractéristiques principales

Le diabéte est I'une des maladies les plus répandues dans le monde, avec une prévalence qui ne
cesse d’augmenter. D’apres la Fédération Internationale du Diabete (Saeedi et al., 2019), cette
maladie touchait en 2019, 463 millions de personnes dans le monde et causait 4,2 millions de morts.
Pour 2045, des études estiment que le nombre de personnes malades atteindra les 700 millions.
Comprendre les causes et les mécanismes impliqués dans le développement de la maladie est donc

un enjeu majeur pour contrer la progression du diabéte dans le monde.

Le diabéte se caractérise par une hyperglycémie chronique, avec une valeur a jeun supérieure a 1,26
g/L. Ce défaut de régulation de la glycémie peut étre a I'origine de nombreuses complications
(Forbes & Cooper, 2013). En effet, le diabéte peut entrainer des complications microangiopathiques
(affectant les petits vaisseaux) causant des rétinopathies, néphropathies ou neuropathies mais
également des complications macroangiopathiques (affectant les artéres) avec des conséquences

plus graves comme une insuffisance cardiaque, un infarctus ou un accident vasculaire cérébral.
B. Les différents types de diabete

Il existe quatre formes principales de diabete : le diabéte de type 1, le diabéte de type 2, le diabéte

gestationnel et les diabetes monogéniques.

Les diabetes monogéniques sont des formes rares causées par la mutation d’un seul géne. Parmi
ces diabetes, on retrouve le diabéte néonatal qui survient peu apres la naissance et le diabéte MODY
(Maturity onset diabetes of the young) qui survient avant I'dge de 25 ans. Les diabetes MODY
peuvent étre induits par la mutation de 14 génes différents (Firdous et al., 2018), comme les génes
GCK (Glucokinase) (MODY-2), PDX1 (MODY-4) ou KCNJ11 (Potassium channel subfamily ] member

11) (MODY-13), impliqués dans l'identité et la fonction des cellules B pancréatiques.

Le diabéte gestationnel touche environ 7 a 10% des femmes enceintes et apparait généralement au
cours du 2¢ trimestre (Behboudi-Gandevani et al.,, 2019). Lors de la grossesse, une insulino-
résistance s’installe pour répondre aux besoins en glucose du feetus, les cellules B maternelles
augmentent alors leur sécrétion d’insuline pour compenser. Dans certains cas, la compensation
insulinémique des cellules B pancréatiques est insuffisante, conduisant alors au développement

d’un diabete gestationnel (Zhang et al., 2010).
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La glycémie et la sensibilité a I'insuline reviennent a la normale aprés |I'accouchement, mais les
femmes atteintes, ainsi que leurs enfants, ont un risque plus important de développer par la suite

un diabéte de type 2 (Bellamy et al., 2009; Clausen et al., 2008).

Le diabete de type 1 se caractérise par une absence de sécrétion d’insuline a la suite d’une
destruction des cellules B pancréatiques. Les malades sont donc dépendants des injections
d’insuline pour réguler leur glycémie. Cette destruction des cellules est causée par une réaction
auto-immune, avec des auto-anticorps reconnaissant des antigenes sur la cellule B. Le diabéte de
type 1 apparait généralement avant I’dge de 30 ans et correspond a 10 % des cas de diabétes. Cette
maladie a en partie une origine génétique, avec de nombreux genes de susceptibilité identifiés
comme, par exemple, les génes du complexe majeur d’histocompatibilité. Le diabete de type 1 peut
également étre causé par des facteurs environnementaux, comme une infection virale ou un

changement du microbiote intestinal (Beyan et al., 2012).

Le diabete de type 2 représente environ 90% des cas de diabétes dans le monde. L’hyperglycémie
chronique est causée par I'apparition d’une résistance a I'insuline au niveau du foie, des muscles ou
du tissu adipeux, associée a une perte de fonction et/ou de masse des cellules B pancréatiques, qui
sécretent l'insuline. Les études génétiques expliquent seulement 10% a 15% de I’héritabilité du
diabéte de type 2. D’autres facteurs de risques, comme les facteurs environnementaux, semblent

également jouer un réle majeur dans le développement de la maladie.
C. Le développement du diabete de type 2

Au cours du développement de la maladie apparait une résistance a linsuline des tissus
périphériques (foie, muscles et tissus adipeux). Le plus souvent, cette résistance est causée par
I'obésité qui provoque, notamment, une augmentation des acides gras libres dans le sang et les
tissus (Boden, 2008), inhibant I’activation de la voie de signalisation de I'insuline (Yuan et al., 2001).
Différentes équipes ont émis I’"hypothése que de nouvelles cellules B pancréatiques pouvaient se
former par néogenéese (Butler et al., 2003; Yoneda et al., 2013), afin d’augmenter la sécrétion

d’insuline et éviter I’hyperglycémie causée par I'insulino-résistance.

Ainsi, 'homéostasie glycémique est maintenue par compensation des cellules B malgré la résistance
a l'insuline. On parle alors d’une situation de prédiabete (Figure 10). Au-dela d’un certain stade, les

cellules B ne réussissent plus a compenser I’hyperglycémie causée par la résistance a I'insuline. Une
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diminution de la masse des cellules B pancréatiques de 20 a 65% est alors observée, associée a une

réduction de la sécrétion d’insuline.

Cette diminution de la masse des cellules B est induite par un environnement gluco- et lipotoxique,
qui cause un stress oxydatif, un stress du réticulum endoplasmique, un dysfonctionnement des

mitochondries et une inflammation dans les ilots pancréatiques (Raalte & Diamant, 2011).

B-cell adaptation B-cell failure

- Increased B-cell mass - Glucolipotoxicity
Insulin Sensitivity - Increased insulin - ERStress
secretion - Oxydative Stress
Dedifferenciation

Insulin
secretion

B-cell mass

Glycemia

Normal Prediabetes Diabetes

Figure 10 : Evolution du diabéte de type 2 au cours de temps.

En condition physiologique, les cellules 8 sécrétent I'insuline pour réduire la glycémie aprés un repas. Au cours du
développement du diabéte, une résistance a l'insuline s’installe et les cellules 8 pancréatiques augmentent leur masse
et la sécrétion d’insuline pour compenser I’hyperglycémie, en parle alors de prédiabéte. Par la suite, les cellules 8 ne
parviennent plus a compenser I’hyperglycémie. La glucolipotoxicité induit une diminution critique de la masse des cellules
B et une perte de sécrétion d’insuline conduisant a I’hyperglycémie chronique et au diabéte de type 2
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IV. Dysfonction des cellules B pancréatiques au cours du diabete
de type 2

Le diabete de type 2 se caractérise plus particulierement par un dysfonctionnement des cellules
pancréatiques, conduisant a une perte de sécrétion d’insuline et une réduction de la masse de ces
cellules. La glucotoxicité et la lipotoxicité observées au cours de la maladie engendrent de nombreux
stress dans les cellules B pancréatiques, altérant leur fonction et favorisant la progression du
diabéte. Par la suite, nous nous intéresserons donc aux différents mécanismes a |'origine de ces

altérations.
A. Stress du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite clé de la cellule B pancréatique. Cet organite est
un réservoir important de calcium, intervenant notamment dans |'exocytose des granules de
sécrétion d’insuline. Il intervient également dans la synthése de lipides ainsi que dans la production,
la modification et la mise en conformation des protéines. Les protéines nouvellement synthétisées
sont modifiées et repliées par I'intervention de protéines chaperonnes et d’enzymes spécifiques.
L'environnement oxydatif dans la lumiére du réticulum endoplasmique permet également la

formation de ponts disulfures par I'intermédiaire de I’enzyme DPI (Di-Sulphide Isomerase).

Au cours du diabete de type 2, I'insulino-résistance conduit a une production élevée d’insuline par
les cellules B pancréatiques pour compenser I’hyperglycémie chronique. La synthése continue de
pro-insuline finit par dépasser les capacités de conformation du réticulum endoplasmique.
L'accumulation de protéines mal conformées entraine alors un stress du RE et I'activation de Ila

réponse UPR (Unfolded protein response).

La lipotoxicité, observée au cours du diabete de type 2, provoque également un stress du réticulum
endoplasmique (pour revue voir Biden et al., 2014; Rabhi et al., 2014). En effet, le palmitate induit
une diminution du trafic vésiculaire entre le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi,

entrainant une accumulation de protéines et I'activation de la réponse UPR (Preston et al., 2009).

Lors d’'une accumulation importante de protéines dans le RE (Figure 11), la protéine chaperonne
BIP/GRP78 (Binding immunoglobulin protein) se détache de ses récepteurs pour intervenir dans le
repliement des protéines. La libération de ces récepteurs transmembranaires permet leur activation

et I'induction de la réponse UPR.



Trois protéines sont impliquées dans la réponse UPR : la protéine kinase PERK (Protein kinase RNA-
like endoplasmic reticulum kinase), le facteur de transcription ATF6 (Activating trancription factor
6) et IRE-1a, une protéine kinase et endoribonucléase (Inositol-requiring element 1a) (Mori, 2000).
Deux voies distinctes se mettent alors en place au sein du réticulum (Pour revue, voir Schroder &

Kaufman, 2005).
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Figure 11 : Activation de la réponse UPR par accumulation de protéines mal conformées dans le réticulum
endoplasmique.

Les récepteurs ATF6, IRE1a et PERK sont activés lorsque la protéine BIP se détache pour aider aux repliements des
protéines. PERK intervient notamment dans I'inhibition de la traduction alors que les protéines ATF6 et IRE1a activent la
transcription de genes impliquées dans la production de protéines chaperonnes ou d’enzymes de dégradation des

protéines. La réponse UPR peut aboutir a I'apoptose de la cellule en cas d’échec des processus mis en place (Biden et al.,
2014).

La voie traductionnelle est la premiére voie qui se met en place et permet de ralentir la synthése de
protéines afin d’éviter une accumulation supplémentaire dans le réticulum endoplasmique. PERK,
activée sous forme de dimere, inhibe la synthese de nouvelles protéines en phosphorylant EIF2a,

un facteur d’initiation de la traduction (Harding et al., 1999).
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La traduction de la protéine ATF4 (Activating transcription factor 4) est toutefois augmentée grace
a la présence de séquences UORF (upstream open reading frame) (Harding et al., 2000). Cette
protéine active la voie pro-apoptotique en induisant I'expression de la protéine CHOP (CEBP

homologous protein).

La voie transcriptionnelle permet I'expression de génes codant des protéines chaperonnes ou des
protéines impliquées dans la voie ERAD (ER-associated degradation), qui dirigent les protéines mal
conformées vers des lieux de dégradation dans le cytoplasme (Meusser et al., 2005). Elle fait

intervenir IRE-1a et ATF6.

IRE-1a induit I'épissage de I’ARNm de XBP1 (X-inactive specific transcript) dans le cytoplasme. La
forme épissée de I’ARN de XBP1 (nommée XBP1s) active I'expression de génes impliqués dans la
voie de dégradation ERAD en se fixant sur des séquences ERSE (éléments de réponse au stress
endoplasmique) (Lee et al., 2003). IRE-1a intervient également dans la dégradation des ARNm dont

celui de la pro-insuline, pour réduire sa production (Hollien et al., 2009; Lipson et al., 2008).

ATF6, libéré de BIP, migre vers I'appareil de Golgi pour étre clivée par les protéines S1P et S2P (Site
1/2 protease), puis transloque jusqu’au noyau pour se fixer sur les séquences ERSE et activer
I'expression de génes cibles codant des protéines chaperonnes, comme BIP/GRP78 ou GRP94

(Glucose regulated protein 78/94 kDa) (Yoshida et al., 1998).

Si ces processus mis en place par la cellule échouent, ou si I'activation de la voie UPR est maintenue
dans le temps, la voie apoptotique est activée et conduit a la mort des cellules B pancréatiques. La
protéine CHOP, dont I'expression est activée par ATF4, inhibe I'expression de la protéine anti-
apoptotique BCL-2 (B-cell lymphoma 2) et favorise donc I'apoptose des cellules (Zinszner et al.,
1998). Les protéines pro-apoptotiques BAX (BCL-2-associated X) et BAK (BCL2 antagonist/killer) sont
alors activées et entrainent la libération du calcium endoplasmique dans le cytosol et son entrée
dans la mitochondrie. Le calcium mitochondrial provoque la libération du cytochrome C, activant
les caspases 3 et 7. En parallele, le calcium cytosolique active des calpaines qui clivent la pro-caspase
12. La caspase 12 active alors des cascades de signalisations induisant I'apoptose (Nakagawa et al.,
2000). Enfin, le recrutement de TRAF-2 (TNF receptor associated factor 2) et ASK1 (Apoptosis signal-
regulating kinase 1) par IRE-la permet l'activation de la voie JNK (c-Jun N-terminal kinase),

conduisant également a I'apoptose des cellules (Urano et al., 2000).
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B. Stress oxydatif et altération de la fonction mitochondriale

La glucolipotoxicité au cours du diabéete de type 2 provoque I'augmentation de la production des
especes réactives a I'oxygéne (ROS) et induit un stress oxydatif dans les cellules B pancréatiques

(pour revue, voir Newsholme et al., 2007).

En effet, la métabolisation du glucose génere des radicaux libres, comme I'anion superoxyde (02),
le radical hydroxyle (OH-) ou le peroxyde d’hydrogéne (H,0;). Ces radicaux libres sont produits dans
le cytoplasme par les réductases NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) (Magnani
& Mattevi, 2019) et dans les mitochondries par le complexe | et lll de la chaine respiratoire

(Mailloux, 2020) (Figure 12).

Le réticulum endoplasmique produit également des ROS au cours de son activité de conformation
des protéines (Tu & Weissman, 2004), avec une production accrue en cas de stress du réticulum

endoplasmique et activation de la réponse UPR.

Dans des conditions physiologiques, les ROS sont normalement éliminés par la cellule grace a des
enzymes antioxydantes comme les catalases, superoxydes dismutases ou la glutathion peroxydase.
Dans les cellules B, la génération transitoire de ROS intervient notamment dans la sécrétion
d’insuline (Leloup et al., 2009; Pi et al., 2007). Toutefois, I'expression de certaines enzymes est
particulierement faible (Lenzen et al., 1996; Tiedge et al., 1997) rendant ces cellules plus sensibles
a I'augmentation des ROS au cours du diabete de type 2. Ainsi, la cellule B n’est plus capable

d’éliminer ces radicaux libres et subit un stress oxydatif.

L'accumulation de ROS cause des dommages au niveau des membranes suite a la peroxydation des
lipides, modifiant la perméabilité et la fluidité membranaire (Yadav et al., 2019). Les radicaux libres
induisent également des cassures des brins d’ADN et I'oxydation de bases nucléotidiques,
provoquant l'apparition de mutation pouvant altérer I'expression des génes (Poetsch, 2020). Enfin,
les protéines peuvent étre oxydées, clivées ou agrégées et voir leur structure et activité modifiées

par les ROS.

La mitochondrie étant le site principal de production des ROS, elle est particulierement impactée
par les dommages causés par le stress oxydatif (Victor et al.,, 2011). Le stress oxydatif peut
notamment affecter I'activité des différents complexes de la chaine respiratoire (Cardoso et al.,
1999) ou de I'ATP synthase (Rexroth et al., 2012), en altérant l‘intégrité des membranes, ’ADN

mitochondrial ou plus directement les protéines.
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Les ROS, en augmentant la perméabilité des membranes, favorisent également I’entrée de calcium
dans la mitochondrie et conduisent a la libération du cytochrome C dans le cytoplasme, déclenchant
les voies de signalisation de I'apoptose (Orrenius et al., 2015). Ces événements conduisent a la perte

de fonction des mitochondries et I'apoptose des cellules B au cours du diabéte de type 2.
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Figure 12 : Le glucose induit la production d'espéces réactives a I'oxygéne dans le cytoplasme et la mitochondrie.

La métabolisation du glucose par la NADPH membranaire (A) et le complexe | et lll de la chaine respiratoire
mitochondriale (B) induit la formation de ROS qui seront éliminés par l'intervention d’enzymes antioxydantes par leur
conversion en H;0 (A) (Newsholme et al., 2007).
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C. Inflammation

Un environnement diabétogene, par I'augmentation des concentrations en glucose et acides gras
libres, entraine un état inflammatoire avec une infiltration de cellules immunitaires et production
de cytokines qui ont un effet délétére sur les cellules B pancréatiques (Figure 13) (pour revue, voir

Berchtold et al., 2016).

Au sein des cellules B, une concentration élevée en glucose provoque la dissociation de la protéine
TXNIP (Thioredoxin-interacting protein) de la thioredoxine (TXR). Cette protéine se fixe sur le
complexe NLRP3 (NLR family pyrin domain containing 3), également appelé inflammasome, et induit
son activation (Zhou et al., 2010). La caspase 1, libérée du complexe, clive la pro-IL-1B (Interleukin

1B) présente dans le cytoplasme.

La cytokine pro-inflammatoire IL-1B est ensuite sécrétée par les cellules B pancréatiques (Maedler
et al., 2002) et exerce un effet autocrine en se fixant sur le récepteur IL-1R1 (Interleukin 1 receptor
type 1) des cellules. IL-1B participe a I'activation de nombreuses voies de signalisation, conduisant

a une perte de fonction des cellules B pouvant aboutir a leur apoptose.
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Figure 13 : Activation de l'inflammation dans la cellule 8 pancréatique, production de cytokines pro-inflammatoires
et recrutement des macrophages au cours du diabéte de type 2.

L’inflammasome est activé par des concentrations toxiques en glucose et acides gras libres et induit la production, par
la cellule 8 pancréatique, de chimiokines qui attirent les macrophages dans le pancréas, et de cytokines pro-
inflammatoires comme IL-18 par la cellule 8 pancréatique. La production anormale d’amyloide active également
I'inflammasome dans les macrophages (Donath & Shoelson, 2011).
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Les acides gras libres peuvent également activer I'inflammasome ou induire directement I’activation
de NF-kB (nuclear factor kB), un facteur de transcription régulant I’expression de nombreux genes
inflammatoires, par leur fixation sur les récepteurs membranaires TLR2/6 ou TLR4 (Toll like

receptor) (Eguchi et al., 2012).

IL-1B augmente notamment I'expression du récepteur membranaire FAS (Fas Cell Surface Death
Receptor), qui intervient dans la voie de signalisation de I'apoptose (Loweth et al., 1998) mais
également dans la régulation de la sécrétion d’insuline (Schumann et al., 2007). L’augmentation de
son expression induite par I'lL-1B réduit I'expression de PDX1, conduisant a une diminution de la

sécrétion d’insuline dans les cellules B et une perte de leur identité.

En se fixant sur son récepteur, IL-1B permet également l'activation de NF-kB, qui augmente
notamment I'expression de PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis), une protéine pro-
apoptotique activant la translocation de BAX. Cette protéine permet I'entrée de calcium dans la
mitochondrie et la libération du cytochrome C dans le cytoplasme, conduisant a I'apoptose des

cellules B pancréatiques (Gurzov et al., 2010).

NF-kB induit également la production d’autres cytokines pro-inflammatoires et chimiokines comme
CCL2, CCL3 (C-C motif chemokine ligand 2/3) ou CXCL8 (C-X-C motif chemokine ligand 8), des
chimioattractants attirant, au sein de I'llot pancréatique, des cellules de I'immunité comme les

macrophages (Ehses et al., 2007).

La sécrétion des cytokines pro-inflammatoires, comme IL-1B, TNFa (Tumor necrosis factor a) ou IFN-
v (Interferon y), induit I’expression de iNOS (Inducible nitric oxide synthase), une enzyme impliquée

dans la production d’oxyde nitriqgue (NO") (Rabinovitch & Suarez-Pinzon, 1998).

Cette molécule est capable d’interagir avec de 'O, une espéce réactive a I’oxygéne, pour former
du peroxinitrite (ONOO), une molécule hautement toxique pour les cellules B et qui augmente

davantage le stress oxydatif.
D. IAPP et plaques amyloides

Au cours du diabete de type 2, les molécules d’amylines ou IAPP (islet amyloid polypeptide) co-
sécrétées avec 'insuline, s’agrégent a la suite d’'un défaut de clivage en partie N-terminale (Figure
14) et forment des plaques amyloides dans le pancréas qui augmentent I'inflammation (Cao et al.,

2013).
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Figure 14 : Mécanismes conduisant a la formation des plaques amyloides au cours du diabéte de type 2.
Le clivage du pro-IAPP par la 8-sécrétase au lieu de I'a-sécrétase conduit a la libération du peptide A8 qui s’agrége et
forme les plaques amyloides au cours du diabéte de type 2 (Drolle et al., 2014).

L'IAPP génere également un stress du réticulum endoplasmique lors de son accumulation dans le
RE au cours du diabéte (Huang et al., 2007). Les petites particules agrégées d’IAPP sont cytotoxiques
pour les cellules B et altérent leur membrane (Janson et al., 1999) en générant des radicaux libres
comme I'H20; (Schubert et al., 1995) conduisant a la mort des cellules. Les plagues amyloides sont
également reconnues par les macrophages et vont étre phagocytées par ces cellules, activer
I'inflammasome et induire la production IL-1B et d’autres cytokines (Masters et al., 2010), aggravant

I'inflammation dans le pancréas (Figure 13).
E. Perte d’identité des cellules B pancréatiques

L'apoptose a longtemps été considérée comme la cause principale de la perte de fonction et de
masse des cellules B pancréatiques au cours du diabéte de type 2. Toutefois, 'augmentation de
I’'apoptose lors du diabéte est insuffisante pour expliquer ces altérations. De récentes études ont
récemment montré que les cellules B pouvaient subir une perte d’identité durant le développement

du diabéte (Cinti et al., 2016; Amo-Shiinoki et al., 2021).

Cette perte d’identité peut avoir comme origine une dédifférenciation des cellules  avec une perte
d’expression des genes spécifiques de la cellule B mature et une activation de genes réprimés,
normalement exprimés dans les cellules progénitrices. La cellule B peut également se
transdifférencier, en changeant de type cellulaire suite a I'expression de genes spécifiques d’autres

cellules endocrines (Figure 15).
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Figure 15 : Dédifférenciation et transdifférenciation des cellules 8 pancréatiques au cours du diabéte de type 2.

Les différents stress au cours du diabéte de type 2 peuvent conduire a une perte d’identité et de fonction des cellules 8
par dédifférenciation, avec un retour a un état peu différencié, ou par transdifférenciation ot les cellules 8 changent de
type cellulaire (Adapté de Amo-Shiinoki et al., 2021).

Ces phénomenes peuvent étre induit par les différents stress décrits précédemment (Khin et al.,
2021). La cytokine pro-inflammatoire IL-1B, sécrétée dans le pancréas au cours du diabete de type
2, réduit I'expression de génes clés impliqués dans I'identité de la cellule B comme INS, MAFA, PDX1,
FOXO1 (Forkhead box O1) et UCN3 (Urocortin 3), et est associée a une augmentation de I'expression
de la Neurogenin-3, normalement exprimée dans les progéniteurs endocriniens (Ibarra Urizar et al.,

2019; Nordmann et al., 2017).

L'utilisation de ROS sur des lignées cellulaires de cellules B pancréatiques montrent également une
inactivation des facteurs de transcription MAFA, PDX1 et NKX6.1, causée par une oxydation de ces
protéines. L'expression de ces genes est également diminuée au cours du diabeéte de type 2 (Guo et
al.,, 2013). La génération de ROS, en condition glucotoxique, induit chez le rat, une diminution
d’expression de Foxol et MafA, associée a l'augmentation d’expression de la Neurogenine-3,
démontrant ainsi I'induction de la dédifférenciation des cellules B par les ROS et le stress oxydatif

(Zhang et al., 2019).

Les cellules B peuvent également se transdifférencier en d’autres types de cellules endocrines suite
a un stress. Au cours du diabéte de type 2, la présence de plaques amyloides qui activent

notamment I'inflammation, altére également I’expression des genes dans la cellule B pancréatique.
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Chez 'Homme, la présence des agrégats d’IAPP est positivement corrélée a I'apparition, dans les
flots pancréatiques, de cellules bihormonales exprimant a la fois I'insuline et le glucagon et des
cellules exprimant Nkx6.1, un facteur de transcription spécifique des cellules B matures, avec du
glucagon, sans expression de I'insuline (Spijker et al., 2015). Le ratio de cellules o/ est également
augmenté dans les flots de patients diabétiques. Ces résultats semblent montrer une conversion

des cellules B en cellules a pancréatiques au cours du diabete de type 2.

Le stress du réticulum endoplasmique, le stress oxydatif, I'inflammation et la perte d’identité sont
des voies interconnectées affectant la cellule B pancréatique et conduisant au développement du
diabete de type 2. Le stress du réticulum induit notamment une production de ROS plus importante,
alors que les radicaux libres, en oxydant les protéines, amplifient le stress du RE. L'inflammation,
par la sécrétion de cytokines, génere également la production de ROS et amplifie le stress du
réticulum endoplasmique. L’accumulation d’IAPP au cours du stress du RE aboutit a la formation de
plagues amyloides activant la sécrétion d’IL-13, une cytokine pro-inflammatoire qui altére I'identité
des cellules B via I'expression de NF-kB. Un environnement glucolipotoxique provoque donc un
ensemble de stress qui aboutit a la perte de I'identité et de la fonction des cellules B pancréatiques

et leur apoptose, conduisant ainsi au développement du diabéte de type 2.
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V. Facteurs de risques et étude génétique/épigénétique du
diabete de type 2

Le diabete de type 2 est une maladie multifactorielle résultant d’interactions fortes entre des

facteurs génétiques et des facteurs environnementaux.
A. Facteurs génétiques

A ce jour plus de 100 variants génétiques ont été identifiés et associés au développement du diabéte
de type 2 (Xue et al., 2018). Malgré le nombre élevé de variants identifiés par GWAS, les données
génétiques obtenues expliquent seulement 10 a 15 % de I'héritabilité des diabetes. Cela s’explique

par la fréquence allélique peu élevée de ces variants avec un effet faible.

Le variant rs7903146 du gene TCF7L2 (Transcription factor 7 like 2) par exemple, correspond au
locus ayant I'effet le plus important. Ce dernier augmente de 1,46 fois le risque de développer un
diabéte de type 2 (Cauchi et al., 2007) en réduisant la sensibilité des cellules B aux incrétines, comme
le GLP-1, entrainant une diminution de la sécrétion d’insuline (Villareal et al., 2010). D’autres génes
de susceptibilité au diabéte de type 2 ont été identifiés, notamment KCNJ11, IGF2BP2 (Insulin like
growth factor 2 mRNA binding protein 2), HHEX (Hematopoietically expressed homeobox) ou
CDKN2A (Cyclin dependent kinase inhibitor) (Smushkin & Vella, 2010).

B. Facteurs environnementaux et épigénétiques

L'interaction de facteurs génétiques associés aux facteurs environnementaux, contribue a
I'apparition de la maladie. Parmi ces facteurs de risques environnementaux, on retrouve I’age, le
mangque d’activité physique, la cigarette et I’alcool, une alimentation riche en graisses et en glucides,
ou des variations de microbiote intestinal (Kolb & Martin, 2017). L'obésité est le principal facteur de

risque conduisant au développement du diabéte de type 2.

Ces facteurs environnementaux peuvent affecter I'expression de génes au travers des modifications
épigénétiques, qui correspondent a des modifications chimiques de I’ADN, par méthylation des
cytosines, ou des histones par acétylation, méthylation, phosphorylation ou ubiquitination. Ces
modifications réversibles impactent la structure de la chromatine, sans modifier la séquence ADN.
Elles peuvent favoriser I'expression des genes, en induisant |'ouverture de la chromatine
(euchromatine), ou au contraire, inhiber I'expression des génes en maintenant la chromatine

fermée (hétérochromatine).



Au niveau épigénétique, I'obésité induit notamment une diminution de la méthylation du gene
SOCS3 (Suppressor of cytokine signaling 3) augmentant son expression dans le sang humain (Wang
et al.,, 2018). Ce geéne inhibant la signalisation JAK/STAT, sa surexpression perturbe la voie de
signalisation de l'insuline et de la leptine, conduisant a I'apparition d’une résistance a ces 2

hormones (Pedroso et al., 2019).

D’autres études ont également montré I'impact des conditions gluco- et lipotoxiques qui entrainent
d’importantes variations de la méthylation de I’ADN (Hall et al., 2014; Hu et al., 2014). Ces variations
au niveau des genes impliqués dans la fonction des cellules B conduisent a une diminution de la
sécrétion de l'insuline. On retrouve, par exemple dans la cellule B, une diminution d'expression du
géne ADCY5 (Adenylate cyclase 5), une adénylate cyclase intervenant dans la transduction du signal
induit par le glucose, qui est impliquée dans la sécrétion de I'insuline (Hodson et al., 2014; Hu et al.,

2014).

Le manque d’activité physique peut également induire des variations de méthylation de ’ADN au
niveau des muscles (Alibegovic et al., 2010). Certains génes, comme PPARGC1A (Peroxisome
proliferator-activated receptor-y coactivator-1), subissent une augmentation de leur méthylation,
réduisant leur expression. Ce dernier code un coactivateur transcriptionnel impliqué dans des
processus clés de la mitochondrie et régule notamment la sensibilité a I'insuline. Une expression
anormale peut donc induire une résistance a l'insuline, conduisant au diabéte de type 2 (Russell,

2005).

Enfin, 'age peut également influencer le développement d’un diabete de type 2. En effet, le géne
COX7A1 ( Cytochrome C oxidase subunit 7A1) montre une méthylation augmentée avec I'age,
réduisant son expression dans les muscles squelettiques (Ronn et al., 2008). Ce gene code une
protéine du complexe IV, une sous-unité de la chaine respiratoire mitochondriale et intervient donc
dans le métabolisme du glucose. La méthylation de ce gene peut altérer la fonction mitochondriale

et conduire a une diminution de I'absorption du glucose.

L'environnement peut également impacter I'expression génique a un tout autre niveau. En effet,
d’autres modifications chimiques, similaires aux modifications épigénétiques, ont été identifiées sur
les ARN. Ces modifications épitranscriptomiques, dont la régulation peut étre impactée par des
variations environnementales, pourraient également étre impliquées dans le développement de

maladie métaboliqgues comme le diabéte de type 2.
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VI. L’épitranscriptomique

L’épitranscriptome regroupe l'ensemble des modifications de I'ARN. Bien que les premieres
modifications épitranscriptomiques aient été découvertes il y a plus de 60 ans, elles ont été tres peu
étudiées jusqu’a récemment. Plus de 170 modifications ont été identifiées a ce jour, comme la
méthylation, I'acétylation ou I’hydroxylation (Boccaletto et al., 2018). Elles sont retrouvées chez
tous les étres vivants allant des archées aux eucaryotes, et peuvent étre présentes sur différents

types d’ARN (Figure 16).

Contrairement aux modifications épigénétiques, les modifications épitranscriptomiques
n’influencent pas uniguement I'expression des genes, mais permettent de réguler plus finement la

fonction et/ou le métabolisme de I’ARN (tel que la stabilité, I'export ou I'épissage des ARN).
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Figure 16: Exemples de la diversité des modifications épitranscritomiques chez les archées, bactéries et eucaryotes.
Une centaine de modifications épitranscriptomiques sont représentées ici. Certaines modifications sont retrouvées
uniquement dans un seul régne du vivant (parties grises) alors que d’autres peuvent étre communes a plusieurs régnes
(parties bleues et roses). Ces modifications jouent un réle essentiel dans le métabolisme et la fonction des ARN (Figure
issue du poster abcam « RNA modifications »).
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A. La pseudouridine, premiere modification de I’ARN identifiée

C’est en 1957 que la premiere modification de 'ARN est découverte par F.F. Davis et F.W. Allen
(Davis & Allen, 1957), quelques années aprés la découverte de la premiere modification
épigénétique (m°C) de ’ADN en 1950 (Wyatt, 1950). Identifiée dans les ARN de levure, cette « 5¢

base de I’ARN » est un isomere de |'uridine, appelée par la suite pseudouridine, ou ¥ (Cohn, 1960).

L'isomérisation post-transcriptionnelle de l'uridine est catalysée par des pseudouridines synthases
de 5 familles différentes : RIUA (Dual-specificity RNA pseudouridine synthase), RsuA (Ribosomal
small subunit pseudouridine synthase A), TruA, TruB et TruD (tRNA pseudouridine synthase A/B/D)
(Hamma & Ferré-D’Amaré, 2006). Elle permet notamment d’établir un pont hydrogéne

supplémentaire suite a la rotation de 180° de "uracile (Figure 17).
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RIuA, RsuA, TruA,
OH OH TruB or TruD OH OH

Uridine (U) Pseudouridine (\P)

Figure 17 : Isomérisation de I'uridine par rotation de 180° de I'uracile.
Cette réaction fait intervenir des pseudouridines synthases. L’uridine posséde un pont hydrogéne accepteur (a) et un
pont hydrogene donneur (d). La pseudouridine permet de former un pont hydrogéne donneur (d) supplémentaire.

Cette modification est omniprésente chez tous les étres vivants, dans les ARN de transfert (ARNt)
(Pascal & Westhof, 1998), les ARN ribosomiques (ARNr)(King et al., 2003; Penzo & Montanaro,
2018), les petits ARN nucléaires (ARNsn) (Karunatilaka & Rueda, 2014) ainsi que les ARN messagers
(ARNm). Elle permet de stabiliser les structures secondaires des ARN et les interactions ARN-

protéines ou ARN-ARN lors de I'épissage et la traduction.

Plus rare dans les ARNm (Carlile et al., 2014), la pseudouridine est retrouvée majoritairement dans
les régions codantes, mais peut également avoir lieu en région 5’ et 3’UTR. Le role de la pseudourine
dans 'ARNm est encore peu connu mais des études montrent que la présence de pseudouridines

ralentit la traduction des ARN et améliore leur stabilité (Eyler et al., 2019; Kariko et al., 2008).
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B. Exemples de méthylation de ’ARN

Une grande partie des modifications découvertes par la suite correspondent a des méthylations de
I’ARN. Parmi les nombreuses marques de méthylations on retrouve la 7-méthylguanosine (m’G), la
5-méthylcytosine (m>C), et la N1-méthyladénosine (mA), correspondants aux marques les plus

courantes

La méthylation m°>C, découverte en 1958 (Amos & Korn, 1958), est I'une des premiéres méthylations
de I’ARN identifiée. Cette modification est retrouvée sur les ARNr, les ARNt et les ARNm et d’autres
types d’ARN non codants. Cette marque peut étre retirée par la déméthylase ALKBH1 (AlkB homolog
1) et peut étre ajoutée par 8 méthyltransférases : NSUN1 a NSUN7 (NOP2/Sun RNA

methyltransferases) et DNMT2 (DNA Methyltransferase 2), chacune ayant des cibles spécifiques

(Figure 18).
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Figure 18 : Localisation et cibles des différentes méthyltransférases impliquées dans la méthylation m>C de I’ARN.
Schéma de la méthylation m°C et localisation des différentes méthyltransférases responsables de I'ajout du groupement
méthyle sur la cytosine. Chacune des enzymes posséde une localisation et des cibles spécifiques (Adapté de Trixl & Lusser,
2019).

NSUN1 et NSUN5 par exemple (Bourgeois et al., 2015; Schosserer et al., 2015), méthylent de
maniére spécifique 'ARNr 28S. Le groupement méthyle en position 5 de la cytosine permet de
stabiliser la structure de I’ARN ribosomiques en renforcant les ponts hydrogenes avec la guanosine

et améliore ainsi la traduction des ARNm (Gigova et al., 2014; Hong et al., 1997).
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NSUN2, NSUN6 et DNMT2 méthylent spécifiquement les cytosines des ARNt (Goll et al., 2006; Haag,
Warda, et al., 2015; Tuorto et al.,, 2012). Ces 3 enzymes, qui ont chacune des localisations
différentes, pourraient intervenir dans les différents stades de la biogénéese des ARNt. NSUN2 par
exemple, se situe majoritairement dans le noyau et intervient au début de la biogénese des ARNt
(Brzezicha et al., 2006). DNMT2, qui se situe a la fois dans le noyau et le cytoplasme (Schaefer et al.,
2008), intervient ensuite. Enfin, I'enzyme cytoplasmique NSUNSG, enrichie au niveau de I'appareil de
Golgi (Haag, Warda, et al., 2015), intervient en fin de biogénése. Dans les ARNt, la méthylation m>C
peut avoir un role différent selon le site de méthylation. Au coeur de I’ARNt la méthylation améliore
la stabilité des ARNt, et promeut la traduction lorsqu’elle est proche du site de I'anticodon (Tuorto

et al., 2012).

NSUN3 et NSUN4 sont impliquées dans la méthylation m>C des ARN mitochondriaux. NSUN4 cible
I’ARN ribosomique 12S en formant un hétérodimere avec le facteur de transcription mitochondrial
MTERF4 (Mitochondrial transcription termination factor 4) (Camara et al., 2011). Ce complexe
protéique joue un rble essentiel a I'assemblage des ribosomes mitochondriaux et la traduction
(Metodiev et al.,, 2014). NSUN3 est localisée dans la matrice mitochondriale et méthyle
spécifiguement I’ARNt mitochondriale de la méthionine (Nakano et al., 2016). Cet ARNt intervient
au moment de linitiation et I’élongation de la traduction des ARN mitochondriaux. Par
I'intervention d’ALKBH1, ’ARN méthylé est oxydé en formylcytosine (f>C), ce qui permet d’étendre

la reconnaissance des codons non conventionnels de la méthionine (Haag et al., 2016).

NSUN2 et NSUN7 interviennent sur d’autres types d’ARN non codants, respectivement les ARN «
vault » (Hussain et al., 2013) et les ARN « enhancer » (Aguilo et al., 2016). Les ARN « vault » (ARNvt)
forment, en s’associant a de nombreuses protéines, des pores nucléaires impliqués dans de
nombreux processus cellulaires. Les ARN enhancer (ARNe) sont des ARN transcrits a partir des
séquences « enhancers » retrouvées en amont des promoteurs et interviennent dans la régulation

de I'expression des genes. La méthylation de ces ARN permet de stabiliser leur structure.

NSUN2 pourrait également étre impliqué dans la méthylation m>C des ARNm. En effet, NSUN2 est
la seule enzyme dont I'invalidation conduit a une diminution de la méthylation des ARNm (Yang et
al., 2017). La méthode de séquencage au bisulfite, utilisée pour détecter les sites de méthylation
m>C sur ’ADN, a également pu mettre en évidence des régions spécifiques de méthylation sur
I’ARNm. Ainsi, des études ont pu montrer un enrichissement de la méthylation m>C au niveau des
régions 5" et 3’UTR des ARNm, plus particulierement autour du codon start (Tang et al., 2015; Xing
et al.,, 2015).
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La méthylation m>C des ARNm pourrait donc influencer leur traduction, en intervenant dans les

interactions ARN-protéines.

La méthylation mA, découverte en 1961 (Dunn, 1961), est retrouvée sur ’ARNr 28S, les ARNt, les
ARNm cytoplasmiques et les ARNm mitochondriaux (Figure 19). Le groupement méthyle en position
N1 de I'adénosine altére I'appariement des bases et bloque la rétrotranscription ce qui a permis
d’établir un profil de méthylation des ARN par séquencage (Hauenschild et al., 2015; X. Li et al.,
2016).
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Figure 19 : Localisation et cibles des différentes méthyltransférases et déméthylases impliquées dans la méthylation
m’A de I’ARN.

Méthylation m'A et localisation des différentes méthyltransférases responsables de 'ajout du groupement méthyle en
position N1 de I'adénosine. Chacune des enzymes possede une localisation et des cibles spécifiques (Adapté de Zhang &
Jig, 2018).

Cing sites de méthylation m*A ont été identifiés dans les ARNt cytoplasmiques (Anderson &
Droogmans, 2005), dont la méthylation en position 58, qui est présente dans 25% des ARNt. Ce site
de méthylation trés conservé est essentiel a la structure et la stabilité des ARNt. Cette modification
est ajoutée sur les ARNt par la méthyltransférase TRMT6/TRMT61 (tRNA methyltransferase 6/61)
(Ozanick et al., 2005). La marque m'A en position 58 est retirée par la déméthylase ALKBH1 (Liu et
al., 2016), ce qui induit une diminution de la traduction. Les autres sites de méthylation des ARNt
peuvent étre retirés par ALKBH3 mais cela induit |'effet inverse, avec une amélioration de la

traduction (Ueda et al., 2017).

Sur I’ARNr 28S, la méthylation est catalysée par la protéine NML (Nucleomethyline) en position 1322

et contribue a I'assemblage de la sous-unité 60S des ribosomes (Waku et al., 2016).
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Sur les ARNm, la méthylation m*A est peu abondante. Elle est majoritairement localisée en région
5’UTR ou elle est corrélée a I'augmentation de la traduction des ARNm (Dominissini et al., 2016).
Les ARNm cytoplasmiques sont méthylés par la méthyltransférase TRMT6/61A (Li et al., 2017). La
méthylation mA peut étre retirée sur les ARNm par ALKBH3 (AlkB homolog 3) (Li et al., 2016).

On retrouve également la méthylation m*A sur les ARNm et ARNt mitochondriaux. Sur ces ARNt, la
méthylation a lieu en position 9 et 58 et est catalysée par les enzymes TRMT10C et TRMT61B
respectivement (Chujo & Suzuki, 2012; Vilardo et al., 2012). Sur les ARNm mitochondriaux, elle est
principalement localisée dans les régions codantes (CDS) et inhibe leur traduction (Li et al., 2017).
Dix transcrits mitochondriaux ont été identifiés, dont 5 sont méthylés par la méthyltransferase
TRMT61B (localisée dans la mitochondrie) (Li et al., 2017), et 1 transcrit (TARNm ND5) par la
méthyltransférase, TRMT10C (Safra et al., 2017). D’autres méthyltransférases, encore inconnues a

ce jour, seraient responsables de la méthylation des autres transcrits.

La méthylation m’G, a été identifiée dans les années 70 (Furuichi et al., 1975). Elle est présente sur
I’ARNr 18S, les ARNt et les ARNm. Sur I’ARNr 18S, I'ajout du groupement méthyle est catalysée par
la méthyltransférase WBSCR22 (Williams-Beuren syndrome critical region 22). Cette enzyme joue
un réle essentiel dans la biogénése des ribosomes et permet d’assembler la petite sous-unité 40S
(Ounap et al., 2013). Toutefois, son activité catalytique n’est pas nécessaire et sa fonction en tant

gue méthyltransférase est encore inconnue (Haag et al., 2015).

Sur les ARNt, la méthylation m’G est nécessaire au bon déroulement de la traduction des ARNm (Lin
et al., 2018). Les groupements méthyles sont ajoutés en position 46 par la méthyltransférase
METTL1 (Methyltransferase-like 1) associée a la protéine WDR4 (WD repeat domain 4) qui permet

la stabilisation du complexe protéique et la fixation du complexe a I’ARN.

Dans les ARNm, la marque m’G a d’abord été identifiée en 5’, au niveau de la coiffe. Elle est ajoutée
lors de l'initiation de la transcription (Salditt-Georgieff et al., 1980) et permet de protéger les ARNm
de la dégradation par les exonucléases (Furuichi et al., 1977). Récemment une nouvelle méthode
de détection de la méthylation m’G a permis de mettre en évidence des sites de méthylation
internes dans les ARNm (Zhang et al., 2019). Cette méthode associe le séquencage des ARN a un
ensemble de réactions chimiques qui convertit les bases m’G en sites abasiques (Figure 20). La
conversion provoque des erreurs dans l'incorporation des bases lors de la rétrotranscription et

permet une détection des marques m’G avec une résolution d’une seule base.
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La méthylation interne des ARNm est catalysée par I’hétérodimere METTL1-WDRA4. L'importance de
ces méthylations internes des ARNm n’est pas encore clairement identifiée, mais la marque m’G

permettrait d’améliorer la traduction des ARNm (Zhang et al., 2019).
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Figure 20 : Traitement chimique des ARN méthylés en m’G avant séquencgage.

Les ARN méthylés subissent un ensemble de réactions chimiques afin de détecter les sites de méthylation m’G par
séquencage. Adapté de (Zhang & Jia, 2018). La réduction puis la dépurination de la guanosine permet de former un site
abasique induisant des erreurs lors de la rétrotranscription qui pourront étre ensuite détectées par séquengage.
L’hybridation de la guanosine a la biotine permet de séquencer uniquement les ARN méthylés (Adapté de Zhang et al.,
2019).

Parmi ces différentes modifications de 'ARN on retrouve également la méthylation m°®A. Cette
méthylation, qui est la modification des ARNm la plus abondante chez les eucaryotes (Jones et al.,

2020) et I'une des plus étudiées, sera décrite dans la partie suivante.

C. La méthylation m®A

1. Généralités

La méthylation en position N6 des adénosines (m°®A), a été découverte en 1974 (Desrosiers et al.,
1974) mais a été tres peu étudiée jusqu’a récemment. Le développement récent de techniques
d’immunoprécipitation de la méthylation m°®A, associées au séquencage (MeRIP-seq) ont permis de
cartographier le méthylome humains et murins (Dominissini et al., 2012)et d’avoir une meilleure

compréhension de I'importance de cette modification épitranscriptomique.
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On retrouve en moyenne 3 a 5 résidus m®A par ARNm, toutefois tous ne sont pas méthylés,

suggérant que la méthylation mPA n’est pas obligatoirement requise dans les ARNm.

Chez ’'Homme, environ 20% des ARN sont méthylés, avec 12 000 sites de méthylation répartis sur
7000 genes (Dominissini et al., 2012). Une partie de ces sites de méthylation sont conservés chez la

souris, avec 49 a 57% des pics de méthylation en commun.

On retrouve une distribution spécifique de la méthylation m®A sur I’ARNm (Figure 21A). En effet, la
méthylation m®A est majoritairement localisée dans les régions codantes (CDS) et la région 3’UTR,
principalement autour du codon stop (Dominissini et al., 2012; Meyer et al., 2012). De maniere
intéressante, la méthylation m°®A est enrichie au niveau de séquences cibles de microARN en 3’UTR
(Chen et al., 2015). On la retrouve plus particulierement au niveau des séquences consensus DRACH

(D=AGT;R=G,AetH=T,CA), laséquence prévalente étant GGACU (Figure 21B).
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Figure 21: Localisation de la méthylation m°A sur ’ARNm.

(A) La méthylation m®A est majoritairement localisée dans les régions CDS et 3°UTR, autour du codon stop dans les ARNm
de cellules HEK293T (en bleu) et de cerveau murin (en rouge) (Meyer et al., 2012). (B) Séquence consensus autour du
résidu d’adénosine méthylé en position 5 (Linder et al., 2015).

Les groupements méthyles sont ajoutés sur les adénosines au cours de la transcription (Ke et al.,
2017; Slobodin et al., 2017). La méthylation m®A de I’ARN se déroule donc principalement dans le
noyau, bien qu’une infime partie de la méthylation peut également avoir lieu dans le cytoplasme
(Ke et al., 2017). Une étude réalisée par Slobodin et al. (Slobodin et al., 2017) montre que I'ajout
des groupements méthyle dépend de la vitesse de transcription de I’ARN polymérase Il et influence
la traduction des ARNm. Une vitesse de transcription élevée réduit I'ajout de groupements méthyles

sur les adénosines et améliore I'efficacité de traduction.
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La méthylation m®A est une modification réversible régulée par 2 groupes de protéines: les
méthyltransférases (ou m®A « writers ») METTL3 et METTL14, qui ajoutent les groupements méthyle

sur ’ARN, et les déméthylases (m®A « erasers ») FTO et ALKBH5, qui les retirent (Figure 22).

Cette modification peut étre reconnue par différentes protéines « readers » qui vont impacter

différemment le devenir de I’ARN.
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Figure 22: Méthylation m°A et déméthylation de I'ARNm.

L’ARNm est méthylé en position N6 de I'adénosine par un complexe de méthyltransférases composés notamment de
METTL3 et METTL1414. La S-adénosylméthionine (SAM) est utilisée par METTL3 comme donneur de méthyle. La
méthylation m®A de I’ARN est reconnue par des protéines « readers » qui régule le métabolisme et/ou la fonction de
I’ARN. Cette modification est réversible et peut étre retirée par les déméthylases ALKBH5 et FTO.

La méthylation mPA peut étre également présentes sur les autres types d’ARN. On la retrouve
notamment sur les ARNr (Ma et al., 2019; van Tran et al., 2019) ou elle intervient dans la formation

des ribosomes.

Les microARN sont également la cible de la méthylation m®A. La méthylation des microARN
primaires permet notamment la reconnaissance et la fixation de DGCR8 (DiGeorge syndrome critical
region 8), une protéine impliquée dans leur maturation (Alarcén et al., 2015a) grace a l'intervention
d’une protéine « reader » (Alarcén et al., 2015b). A I'inverse, la méthylation m°®A peut également
étre régulée par des microARN en modulant notamment la localisation de la méthyltransférase

METTL3 au niveau des « speckles » nucléaires (Chen et al., 2015).
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Les petits ARN nucléaires (ARNsn) peuvent aussi étre méthylés, comme par exemple I’ARNsn U6,
impliqué dans I'épissage et méthylé sur le résidu A43 dans une région impliquée dans l'interaction

avec les pré-ARNm (Warda et al., 2017).

Les long ARN non codants (ARNInc) subissent également la méthylation m®A, tel que MALAT1
(Metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1) qui régule la transcription, I'épissage
alternatif et piege les microARN. Le résidu méthylé permet notamment de modifier la structure de
I’ARN, donnant acces au site de liaison (Liu et al., 2017) pour des protéines impliquées dans

I’épissage des ARNm.

Enfin, les ARNt sont méthylés en position N6 des adénosines chez les archées et bactéries mais le

réle de la méthylation mPA n’est pas encore déterminé.

2. La méthylation m®Am

Un autre type de méthylation, trés proche de la méthylation m®A est également retrouvée sur les
ARN. La méthylation m®Am de I’ARN (2’-O-méthyladénosine) est découverte en 1975, peu de temps
aprés la méthylation m®A (Wei et al., 1975). Elle est retrouvée sur les ARNm en 5’UTR, adjacent a la

coiffe (Keith et al., 1978), et sur les petits ARN nucléaires (ARNsn) (Goh et al., 2020).

METTL4 est impliquée dans la méthylation de I’ARNsn U2 en position A30 (chez 'Homme) (Chen et
al., 2020 ; Goh et al., 2020). La méthylation de ce composant majeur du splicecosome améliore
I'épissage des pré-ARNm. La protéine CAPAM (Cap specific adenosine methyltransferase),
récemment identifiée comme méthyltransférase, est impliquée dans la méthylation m®Am des
ARNm (Akichika et al., 2019; Sendinc et al., 2019), sur la premiére adénosine suivant la coiffe. Cette
enzyme est localisée dans le noyau et interagit avec la polymérase Il (Fan et al., 2003) pour déposer

les groupements méthyles de maniéere co-transcriptionnelle.

Ser5

Figure 23: Méthylation m6Am de ’ARNm en 5’UTR par la méthylitransférase CAPAM.
La méthyltransférase CAPAM interagit avec la polymerase Il afin de méthyler ’ARNm de maniere co-transcriptionnelle
sur I'adénosine adjacente a la coiffe (Adapté de Pandey et al., 2020).

54



La méthylation m®Am est une marque réversible, qui peut étre retirée par la déméthylase FTO
(Mauer et al., 2017). Cette enzyme est également capable de retirer d’autres marques de
méthylation comme la marque m®A et m'A, toutefois I'affinité de FTO pour son substrat dépend du
contexte cellulaire. Dans le noyau, la principale cible de la déméthylase est la méthylation m®A, avec
peu de déméthylation pour la marque m®Am. A l'inverse, dans le cytoplasme, I'activité de FTO pour

la marque m®Am est beaucoup plus importante (Wei et al., 2018).

La fonction biologique de la méthylation m®Am est peu claire, plusieurs études ayant obtenues des
résultats divergents. Cette modification permettrait d’améliorer (Akichika et al., 2019) ou réduire la
traduction des ARN méthylés (Sendinc et al., 2019) et diminuerait ou augmenterait leur stabilité en

les protégeant de la dégradation (Boulias et al., 2019; Mauer et al., 2017).
3. Les méthyltransférases m°A

La méthylation des adénosines, formant la N6-méthyladénosine, est catalysée par un complexe

protéique, chacune des protéines jouant un role spécifique dans la méthylation de I’ARN.

La premiére sous unité du complexe identifiée est la protéine METTL3 (Methyltransferase-like 3),
découverte en 1997 chez 'Homme (Bokar et al., 1997). Cette enzyme d’environ 64 kDa possede un
domaine méthyltransférase (MTD) catalysant I'ajout de groupement méthyle sur I'adénosine, par
interaction avec la S-adénosylméthionine (SAM) (Figure 22), un donneur de méthyle des
méthyltransférases (Bokar et al., 1997). Une séquence NLS (nuclear localization signal) entre le
domaine MTD et la partie N-terminale permet une localisation nucléaire de la protéine (Scholler et
al.,, 2018). Enfin, cette méthyltransférase possede également un domaine a doigt de zinc (ZFD)

responsable de la spécificité du complexe méthyltransférase pour la séquence consensus DRACH.

METTL3 peut étre sumoylée par SUMO1 (Small Ubiquitin Like Modifier 1) sur les résidus lysine K177,
K211 et K215. Cette modification réduit I'activité méthyltransférase de METTL3 et affecte la
méthylation mPA de ’ARN. METTL3 posséde également plusieurs sites de phosphorylation sur les
résidus sérine en S43, S50 et S525. Ces modifications post-traductionnelles permettent de stabiliser
la méthyltransférase en recrutant le facteur le désubiquitination USP5 (Ubiquitin Specific Peptidase

5) qui retire 'ubiquitine de la protéine et empéche sa dégradation (Sun et al., 2020).

I a été montré par la suite que la méthyltransférase METTL3 était associée a une autre
méthyltransférase au sein du complexe. La méthyltransférase METTL14 (Methyltransferase-like 14),

appartenant a la méme famille, partage une homologie de 43% avec METTL3 (Liu et al., 2014).
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Cette protéine de 52 kDa posséde une faible activité méthyltransférase due a un domaine
catalytique dégénéré, empéchant notamment 'interaction avec la S-adénosyl méthionine (Wang et
al., 2016). METTL14 sert de support structural a METTL3 par interactions allostériques des domaines
MTD (Figure 24). Elle permet également la liaison du complexe a I’ARN avec son domaine
méthyltransférase (MTD) mais aussi grace aux répétitions RGG (Arginine-Glycine-Glycine) dans sa
séquence d’acides aminés en partie C-terminale (Scholler et al., 2018). Contrairement a METTL3,
METTL14 ne posséde pas de séquence NLS, la protéine est importée jusqu’au noyau sous forme de
dimere avec la seconde méthyltransférase. Cette méthyltransférase possede un unique site de

phosphorylation dont la fonction n’a pas encore été identifiée.

Ces 2 protéines, majoritairement localisées dans le noyau, forment ensemble un hétérodimere
correspondant a la partie catalytique du complexe méthyltransférase. METTL3 peut toutefois
méthyler I’ARN de maniere indépendante mais avec une activité méthyltransférase réduite (Lin et

al., 2016).

residues

Figure 24 : Structure des domaines méthyltransférases (MTD) de METTL3 et METTL14.

Le domaine méthyltransférase de METTL3 (en vert) est capable de se lier a la S-adénosyl méthionine(SAM) grdce a une
poche dans son site catalytique, les sphéres bleues représentant les acides aminés critiques pour le maintien de son
activité. La méthyltransferase METTL14 interagit avec METTL3 et stabilise sa structure. Elle posséde également un
domaine méthyltransferase dégénéré (en orange) intervenant dans la fixation aux ARNm cibles (Wang et al., 2016).

Récemment une équipe a identifié in silico une molécule capable d’améliorer |'activité de
I’"hétérodimere METTL3/METTL14 (Selberg et al., 2019). Cette molécule, un dérivé de la pipérazine,
se lie de maniere combinée a la S-adénosyl méthionine dans la poche catalytique de METTL3. Elle
permet d’améliorer I'affinité de SAM avec la méthyltransférase et réduit la quantité d’énergie
nécessaire a la méthylation des ARN. Plusieurs inhibiteurs spécifiques de la méthyltransférase
METTL3 ont également été caractérisés, se fixant en partie au site de liaison de SAM (Moroz-Omori

et al., 2021; Yankova et al., 2021).
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D’autres protéines, n"appartenant pas a la famille des méthyltransférases, ont été identifiées au
sein du complexe (Figure 25). La protéine WTAP (Wilms’ tumor 1-associating protein) par exemple,
joue un role crucial au sein du complexe. En se liant a METTL3, elle aide a stabiliser les interactions
protéiques au sein complexe et permet la co-localisation des 2 méthyltransférases au niveau des

« speckles » nucléaires (Ping et al., 2014; Schoéller et al., 2018).

VIRMA (Vir-like m®A methyltransferase associated), qui interagit avec WTAP et stabilise aussi le
complexe (Yue et al., 2018), est nécessaire a la méthylation mPA en région 3’UTR des ARN. Elle est
également impliquée dans le processus de polyadénylation alternative des ARNm en 3’UTR. En effet,
la protéine peut interagir avec les facteurs de clivage et polyadénylation CPSF5 et CPSF6. De maniére
intéressante, des sites de méthylation mPA sont souvent retrouvés a proximité des sites de
polyadénylation (PAS), indiquant que la méthylation m®A est impliquée dans la régulation de ce

processus (Yue et al., 2018).
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Figure 25 : Composition du complexe méthyltransférase.

L’hétérodimere METTL33/METTL14 forment la partie catalytique du complexe. Les autres protéines interviennent dans
la stabilité, la localisation spécifique de la méthylation m°A et le recrutement des autres protéines au sein du complexe
(Garcias Morales & Reyes, 2021).
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La protéine RBM15 (RNA-Binding Motif-protein 15), appartenant aussi au complexe
méthyltransférase, est impliquée dans le recrutement du complexe sur I’ARN dans les régions riches

en uraciles, proches des sites de méthylation m°A (Patil et al., 2016).

Les protéines HAKAI (E3-ubiquitin protein ligase) et ZC3H13 (Zinc finger CCCH-type containing 13)
font également partie du complexe méthyltransférase (Yue et al., 2018). HAKAI est une ubiquitine
protéine ligase E3 qui interagit avec WTAP. Son role au sein du complexe est encore inconnu chez
I’Homme, mais elle est impliquée dans la distribution de la méthylation m®A en région 5’UTR et

autour du codon stop chez la drosophile (Wang et al., 2021).

La protéine ZC3H13 est impliquée dans le maintien du complexe dans le compartiment nucléaire et

le recrutement de RBM15 au sein du complexe (Knuckles et al., 2018).

De récentes études ont montré que le complexe méthyltransférase pourrait étre recruté selon deux
modeles au cours de la transcription (Huang et al., 2019; Zhang et al., 2020). METTL14 serait capable
de reconnaitre et de se fixer directement par sa partie N-terminale a la marque d’histone
H3K36me3, une marque active de la transcription. La présence de cette modification épigénétique
faciliterait le recrutement du complexe méthyltransférase au niveau de I’ARN polymérase et la
méthylation m®A sur I’ARN naissant (Figure 26A) (Huang et al., 2019). Cet article démontre une co-
régulation entre I'épigénétique et I'épitranscriptome, qui interviennent tous les deux dans la

régulation de I'expression génique.
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Figure 26 : Modéle de recrutement du complexe méthyltransférase au cours de la transcription.

(A) Recrutement du complexe méthyltransférase grdce a la liaison directe de Mettl14 avec la marque d’histone
H3K36me3 (Huang et al., 2019). (B) Recrutement du complexe méthyltransférase au site de transcription par
I'intermédiaire de facteurs de transcriptions (Zhang et al., 2020).
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Des facteurs de transcription pourraient également étre impliqués dans le recrutement du
complexe méthyltransférase (Figure 26B) (Zhang et al., 2020) comme RBBP5 (Retinoblastoma-
binding protein 5), une protéine appartement a un complexe lysine méthyltransferase d’histones

ou BACH1 (BTB domain and CNC homolog 1), un régulateur du stress oxydatif.

D’autres enzymes responsables de la méthylation mPA ont été identifiées ayant des cibles

différentes du complexe méthyltransférase METTL3/METTL14.

La méthyltransférase METTL16 (Methyltransferase-like 16) peut également intervenir dans la
méthylation des adénosines, notamment sur les petits ARN nucléaires, longs ARN non codants
(Warda et al., 2017), et aussi sur les ARNm. Cette enzyme agit de maniéere indépendante, avec des

sites de méthylation différents du complexe METTL3/METTL14.

METTL16 régule notamment I'expression de ’ARNm de MAT2A (Methionine adenosyltransferase
2A) dont la protéine est impliquée dans la synthése de la S-adénosyl méthionine (Figure 27). Plus la
concentration en donneur de méthyle est élevée, plus '’ARNm de MAT2A est méthylé par METTL16.
Cet ARN méthylé sera reconnu par YTHDC1 (YTH domain containing 1), une protéine « reader » qui
accélere la dégradation du transcrit de MAT2A et ainsi réduit la synthése de SAM. A l'inverse, avec
de faibles concentrations en SAM, la méthylation de 'ARNm de MAT2A est réduite, ce qui améliore

sa stabilité et sa traduction dans le temps, augmentant la synthése de SAM (Shima et al., 2017).
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Figure 27 : Régulation de I'expression de MAT2A et de la production de SAM par la méthyltransférase METTL16.

Une concentration importante en SAM induit une hyperméthylation de ’ARNm de MAT2A, conduisant a la dégradation
de 'ARNm et a la diminution de la production de SAM (a gauche). Une diminution de la concentration en SAM (ici suite
a un traitement par la cycloleucine), entraine une hypométhylation de 'ARNm de MAT2A et permet d’empécher sa
dégradation, la synthése de SAM est alors augmentée (a droite) (Adapté de Shima et al., 2017).
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La protéine ZCCHC4 (Zinc finger CCHC-type containing 4) intervient dans la méthylation de I’ARNr
28S (Ma et al., 2019; Van Tran et al., 2019). Chez I’'Homme, la méthylation du résidu A4220 affecte
la structure du ribosome et facilite son assemblage. L'invalidation de Zcchc4 entraine une réduction
de la traduction et une inhibition de la prolifération cellulaire chez la souris. Plus récemment, la
protéine METTL5 a également été identifiée comme méthyltransférase responsable de la
méthylation m®A de I’ARNr 18S sur le résidu A1832 chez 'Homme (Van Tran et al., 2019). Cette
enzyme forme un complexe hétérodimérique avec TRMT112 (RNA methyltransferase activator

subunit 11-2) qui stabilise le complexe méthyltransférase, tout comme METTL14 avec METTL3.

Par la suite, nous nous intéresserons uniquement a la méthylation des ARNm par le complexe

méthyltransférase METTL3/METTL14.
4. Les déméthylases m°®A

A Vinverse des méthyltransférases, il existe des protéines capables de retirer la méthylation m°A sur
I’ARN. A ce jour, seules 2 déméthylases ont été identifiées, FTO (Fat mass and obesity-associated
protein) et ALKBH5 (Alkylation repair homolog protein 5). Elles appartiennent a la famille des
dioxygénases dépendantes de I'a-cétoglutarate (a-KG), et catalysent la réaction de déméthylation

par 'utilisation du Fe(ll) et de molécules d’eau avec I'a-KG comme cofacteur (Figure 29).

Le géne codant la déméthylase FTO, est fortement associé a 'indice de masse corporelle (IMC).

Différents variants du gene Fto ont été identifiés (Claussnitzer et al., 2015; Frayling et al., 2007).
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Figure 28 : Le locus Fto régule I'expression de IRX3 et IRX5 de maniére m°A-indépendante.

Le locus FTO permet la fixation de ARIDB5 (AT-rich interactive domain 5B), une protéine impliquée dans la régulation de
I'expression génique de IRX3 et IRX5. Les variants de FTO peuvent modifier I'expression génique a proximité : le variant
rs142085, par exemple (ici a droite), empéche la fixation de la protéine ARIDB5 permettant I'expression de IRX3 (Adapté
de Araujo & Velloso, 2020).
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Par exemple le variant rs1421085, avec une substitution d’une thymine par une cytidine, empéche
la fixation du répresseur ARID5B sur le gene (Claussnitzer et al., 2015) (Figure 28). Cela entraine une
augmentation d’expression des génes IRX3 et IRX5 (Iroquois homeobox 3/5) a proximité. Ces
derniers inhibent la thermogénése et augmentent le stockage des lipides dans les adipocytes,

augmentant les risques d’obésité.

La protéine FTO a été identifiée comme déméthylase m°A en 2011 (Jia et al., 2011). Elle oxyde
I'adénosine méthylée en deux étapes (Figure 29) : un premier intermédiaire, une N6-
hydroxyméthyladénosine (hm®A) puis un second, une N6-formyladénosine (f°A), tous deux ayant

une courte demi-vie d’environ 3h (Fu et al., 2013).

FTO peut également déméthyler in vitro les modifications de I’ADN simple brin comme la N3-
méthylthymine (3-meT) (Gerken et al., 2007) et la N3-méthyluridine (3-meU) (G. Jia et al., 2008).
Elle intervient aussi dans la déméthylation de la N6,2’-O-dimethyladenosine (m®Am), une
modification retrouvée dans la coiffe 5’ des ARN (Mauer et al., 2017) et la méthylation m*A des
ARNt (J. Wei et al., 2018). Elle possede toutefois une affinité plus importante pour la méthylation
mPA. Cette protéine interviendrait notamment dans I’épissage alternatif, en libérant I’accés aux sites
d’épissages via la déméthylation des ARN (Zhao et al., 2014).
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Figure 29 : Les déméthylases impliquées dans le retrait de la méthylation m°A.

ALKBHS5 retire le groupe méthyle de I'adénosine sans intermédiaire contrairement a FTO qui oxyde la modification de
IARN en 2 étapes : la N6-méthyladénosine est oxydée en N6-hydrométhyladénosine (hm°®A) puis en N6-formyladénosine
(fPA) (Ye et al., 2014).

61



De nombreux inhibiteurs pharmacologiques de la déméthylase FTO ont été identifiés. L'acide
méclofénamique, par exemple, qui est normalement utilisé comme anti-inflammatoire non
stéroidien (AINS), se lie au site intervenant notamment dans l'interaction FTO-ARN et inhibe son
activité déméthylase, induisant une augmentation de la méthylation m°A (Huang et al., 2015). Un
autre inhibiteur, dérivé de la fluorescéine, se fixe dans la méme région et permet a la fois d’inhiber
et de marquer la protéine FTO (Wang et al., 2015). Enfin, le bisantrene, avec une efficacité plus
élevée, se fixe a la poche catalytique de FTO empéchant également les interactions avec les ARN

méthylés (Su et al., 2020).

Une seconde déméthylase, la protéine ALKBH5, a été identifiée en 2013. Contrairement a FTO,
ALKBHS5 retire la marque mPA sans produire d’intermédiaires (Figure 29) et est spécifique de la
méthylation m®A (Zheng et al., 2013). Elle empécherait I'export des ARNm vers le cytoplasme et
induirait leur dégradation. Cette protéine peut étre sumoylée, notamment lors d’un stress oxydatif,
ce qui entraine une inhibition de son activité (Yu et al., 2021). Chez la souris, I'invalidation globale
du géne Alkbh5 entraine un défaut de spermatogénese et augmente |'apoptose des cellules

germinales (Zheng et al., 2013).

Récemment, plusieurs équipes ont identifiés différents inhibiteurs spécifiques de la déméthylase
ALKBHS5 (N. Li et al., 2020; Selberg et al., 2021). Ces molécules se fixent au niveau du site actif de
I’enzyme pour empécher la déméthylation des ARN. Elles sont notamment utilisées en traitements
pour certains cancers comme les leucémies myéloides aigues, les mélanomes ou les glioblastomes.
L'inhibiteur ALK-04, par exemple, peut augmenter I'efficacité d’'une immunothérapie pour le

traitement des mélanomes chez la souris.

Une autre équipe a montré que la flavine mononucléotide, une molécule photosensible, pouvait
également induire une déméthylation de I’ARN par stimulation a la lumiere bleue (470 nm) (Xie et
al., 2019). Cette réaction est spécifique de la méthylation m®A et produit le méme intermédiaire

qgue la déméthylase FTO, la N6-formyladénosine.

5. Les protéines « readers »

La marque m°®A peut étre reconnue par de nombreuses protéines au niveau cytoplasmique mais

aussi nucléaire. Chacune peut impacter différemment le métabolisme des ARNm (Figure 30).

Parmi les protéines « readers » on retrouve les protéines a domaine YTH (YT521-B Homology),
premiére famille identifiée. Ces protéines reconnaissent la méthylation m®A grace au domaine YTH

et accélerent le métabolisme des ARN.
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YTHDF1 (YTH N6-methyladenosine RNA binding protein 1) par exemple, améliore la traduction des
ARNm en interagissant notamment avec le facteur d’initiation de la traduction EIF3 (Wang et al.,
2015). La protéine YTHDF2 reconnait la méthylation m®A et conduit les ARN vers des sites de
dégradation appelés corps P (Wang et al., 2014). Elle recrute également le complexe CCR4-NOT
(Carbon catabolite repression 4 negative on TATA-less) qui induit une déadénylation des ARNm
cibles et accélere leur dégradation (Du et al., 2016). YTHDF3 va coopérer avec YTHDF1 et YTHDF2

pour améliorer leurs effets respectifs (Shi et al., 2017).

YTHDC2 (YTH domain containing 2), de la méme maniére que YTHDF1, améliore la traduction des
ARNm par interaction avec les protéines impliquées dans la production des protéines (Hsu et al.,
2017). Enfin, la protéine YTHDC1, située dans le noyau, interagit avec les facteurs d’épissage des
pré-ARNm et facilite leur maturation (Xiao et al., 2016). Apres épissage, I'interaction de YTHDC1
avec SRSF3 (Serine And Arginine Rich Splicing Factor 3) permet d’adresser I’ARNm aux protéines
impliquées dans I'export des ARNm du noyau vers le cytoplasme notamment NXF1 (Nuclear RNA
export factor 1) (Roundtree et al., 2017), SRSF3 étant a la fois un facteur d’épissage et une protéine

adaptatrice pour I'export nucléaire.
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Figure 30 : Fonction des différentes protéines « readers » impliquées dans la reconnaissance de la méthylation m°A.
(Adapté du poster abcam « mPA pathway and function »).

Récemment, une autre famille de protéines reconnaissant la marque m°®A dans le compartiment
nucléaire a été identifiée (Huang et al., 2018). Les protéines de la famille des IGF2BP (Insulin like
growth factor 2 mRNA binding protein 2), comprenant IGF2BP1, 2 et 3, améliorent la stabilité des

ARNm et interviennent également dans leur stockage.

Les protéines de la famille hnRNP (Heteregeneous nuclear ribonucleoproteins), localisées dans le
noyau, sont des ribonucléoprotéines dont certaines peuvent reconnaitre la méthylation m°®A des
ARN. hnRNPA2B1, régulatrice de I'épissage des ARN, agit également sur les miRNA en reconnaissant
leurs précurseurs méthylés et en induisant leur maturation par interaction avec DGCRS8, une
protéine du complexe de maturation des microARN primaires (Alarcén et al., 2015). Enfin, les
protéines hnRNPC et hnRNPG fixent la marque m®A pour induire un changement de structure des
ARN et faciliter 'accés a d’autres protéines intervenant dans I'épissage des ARN (Liu et al., 2015,

2017).

La méthyltransférase METTL3 peut également intervenir en tant que protéine « reader »,
indépendamment du complexe méthyltransférase et de son activité catalytique (Lin et al., 2016).

METTL3 améliore la traduction des ARNm méthylés par recrutement du facteur d’initiation elF3.

6. Lienentre le métabolisme et co-facteurs des méthyltransférases et
démeéthylases

La S-adénosyl méthionine (SAM) est un métabolite essentiel a de nombreuses réactions de
méthylation dans I'organisme (Mato et al.,, 1997). Elle est produite par la méthionine
adénosyltransférase a partir de la méthionine et de I’ATP (Figure 31). Une fois la réaction de
méthylation catalysée par les méthyltransférases, ce cofacteur devient la S-adénosyl homocystéine
(SAH) qui deviendra de 'homocystéine par I'intervention d’une hydrolase. Enfin, cette molécule
sera convertie en méthionine par la méthionine synthase ce qui permettra de former a nouveau de

la S-adénosyl méthionine.

L’enzyme qui catalyse la production de S-adénosyl méthionine est codée par 3 genes
différents (Shafgat et al., 2013) : MAT1A (Methionine adénosyltransférase 1A), qui est exprimé au
niveau du foie et dont I'enzyme associée est un homotétramere, MAT2A qui est exprimé dans tous
les tissus et forme un homodimere, et MAT2B dont les protéines s’associent aux protéines codées

par le gene MAT2A pour former un hétérotétramere.
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Figure 31 : Cycle de régénération de la S-adénosyl methionine.

La S-adénosyl méthionine est produite a partir de méthionine et d’ATP grdce a la méthionine adénosyltransférase. Apres
méthylation par les méthyltransférases, SAM est transformée en S-adénosyl homocystéine (SAH). Elle est ensuite
convertie en homocystéine par une hydrolase puis en méthionine par une méthioinine synthase afin de permettre a
nouveau la production de SAM (Adapté de Wikimedia commons).

De maniéere intéressante, la S-adénosylméthionine, nécessaire a I'activité des méthyltransférase,
peut étre régulée par le métabolisme énergétique (Chiang et al., 2009). En effet, une étude menée
sur une lignée cellulaire d’hépatocytes humain (HepG2) montre qu’une exposition a I'insuline, et/ou
des concentrations élevées en glucose augmentent la concentration cellulaire en homocysteine et
I'activité de la méthionine adénosyltransférase. Cela permet de former davantage de SAM et

d’augmenter I'activité des méthyltransférases.

De la méme maniere, I'a-cétoglutarate, utilisé comme co-facteur par les déméthylases, est
également régulée par le métabolisme énergétique (He et al., 2015). Ce métabolite est essentiel au
métabolisme cellulaire, elle intervient notamment dans I'oxydation des acide gras et des acides
aminés ainsi qu’au cours du métabolisme du glucose. En effet ce métabolite est produit au cours du
cycle de Krebs, qui permet notamment de produire des molécules d’ATP apres conversion du
glucose lors de la glycolyse. L'a-cétoglutarate est produit a partir de I'isocitrate grace a l'intervention
de deux isocitrate déshydrogénase IDH1 et IDH2 (Wu et al., 2016). Celui-ci peut étre également

synthétisée a partir du glutamate par la glutamate déshydrogénase.
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Figure 32 : Production de I’alpha cétoglutrate au cours du cycle de Krebs.

La S-adénosyl méthionine est produite a partir de méthionine et d’ATP grdce a la méthionine adénosyltransférase. Apres
méthylation par les méthyltransférases, SAM est transformée en S-adénosyl homocystéine (SAH). Elle est ensuite
convertie en homocystéine par une hydrolase puis en méthionine par une méthioinine synthase afin de permettre a
nouveau la production de SAM (Adapté de RNBIO).

Une étude datant de 2004 a notamment mise en évidence I'importante du métabolisme dans la
régulation de la production de ce métabolite (Hagopian et al., 2004). En effet, ces résultats montrent
gu’une restriction calorifique chez les souris entraine une diminution de I’activité de l'isocitrate
déshydrogénase associé une augmentation de l'activité de I'a-cétoglutarate déshydrogénase, qui
convertit I'a-cétoglutarate en succinyl-CoA. Ainsi la restriction calorifique conduit a une diminution

de I'a-cétoglutarate produit.

Les méthyltransférases et déméthylases impliquées dans la méthylation m6A dépendent de
cofacteurs tous deux régulés par le métabolisme énergétique. Ainsi il est possible que I'activité de
ces enzymes et donc la méthylation m®A soit impactée par des changements métaboliques comme

par exemple lors du développement d’un diabéete de type 2.
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7. Role physiologique de la méthylation m®A des ARN

La marque mPA, via la méthylation ou déméthylation des ARN, jouerait un réle important dans de

nombreux processus biologiques.

Au cours du développement embryonnaire, le complexe méthyltransférase intervient par exemple
dans l'inactivation du chromosome X via la méthylation du long ARN non codant XIST (X-inactive
specific transcript) (Patil et al., 2016) (Figure 33). Cet ARN est impliqué dans la répression
transcriptionnelle d'un des deux chromosomes X par le recrutement de diverses protéines dont

PRC2, qui ajoute des marques épigénétiques répressives sur la chromatine.

Ciblé par la protéine RBM15 du complexe méthyltransférase, XIST est fortement méthylé avec au
moins 78 résidus m®A sur sa séquence de 19,3 kb. Les adénosines méthylées sont reconnues par
YTHDC1 dans le noyau qui active la répression des genes du chromosome X par le long ARN non

codant XIST.

HNRNPU
X chromosome

Figure 33: Inactivation du chromosome X par 'intervention du complexe méthyltransférase.
La méthylation du long ARN non codant Xist par le complexe méthyltransférase permet d'induire l'inactivation du
chromosome X par recrutement de protéines inhibant I'expression génique (Patil et al., 2016).

La méthylation m®A est également impliquée dans la différenciation des cellules souches
pluripotentes embryonnaires (Geula et al., 2015). En effet, METTL3 empéche le maintien de I'état
souche des cellules en inhibant les génes de pluripotence et permet I'expression des génes
impliqués dans la différenciation. La méthylation des ARN impliqués dans la pluripotence comme
Nanog induit leur dégradation, une fois reconnus par la protéine YTHDF2. Chez les souris,
I'inactivation globale de Mett/3 est |étale au stade embryonnaire E8,5, soulignant I'importance

physiologique de la méthyltransférase et de la méthylation m®A dans le développement.
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METTL3 intervient également dans la régulation du cycle cellulaire par méthylation de 'ARNm de la
cycline D1. L’ARN méthylé est reconnu par YTHDF2 qui le conduit au site de dégradation, réduisant

I’expression de la cycline D1 et inhibant la progression dans le cycle cellulaire (Liu et al., 2019).

Un autre role de la méthylation m®A est de réguler I’horloge circadienne (Fustin et al., 2013, 2018).
L'inhibition de la méthylation provoque la perte de la marque m®A sur les ARN des génes de
I’'horloge et induit un allongement de la période circadienne. On retrouve notamment une
diminution de la méthylation de 'ARNm de Ck16 (Casein kinase 1 isoform §), entrainant une
augmentation d’expression du gene qui code pour une kinase régulant les protéines de I'horloge

(Fustin et al., 2018).

Les déméthylases jouent également un role essentiel dans divers processus physiologiques.
L'invalidation de la déméthylase ALKBH5 chez la souris entraine notamment un défaut de
maturation des spermatozoides et une infertilité (Zheng et al., 2013). La spermatogenése est altérée
au stade spermatocyte, avec une apoptose massive des cellules germinales. L'absence d’ALKBH5
provoque une augmentation de la méthylation m®A en 3’UTR des transcrits longs, conduisant a un
épissage aberrants de ces ARNm (Tang et al., 2018). Ces transcrits longs sont notamment impliqués
dans la progression de la méiose et sont dégradés aprés le stade spermatocyte, suite a la
démeéthylation par ALKBH5. Ces événements conduisent a des anomalies structurales importantes
et une quantité trés réduite de spermatozoides. ALKBH5 est donc indispensable au bon

déroulement de la spermatogeneése et a la fertilité des souris males.

D’autres articles montrent que la méthylation mPA interviendrait également dans la régulation du

métabolisme.

La déméthylase FTO est notamment impliquée dans la régulation du métabolisme du glucose dans
une lignée cellulaire d’hépatocytes (Y. Yang et al., 2019). Elle déméthyle les ARNm de Foxol et G6pc
(Glucose-6-phosphatase), augmente leur expression et induit la gluconéogenése et Ia
glycogénolyse. Elle affecte également le métabolisme des lipides en augmentant I'expression de
Fasn et Dgat2 (Diacylglycerol acyltransferase 2) impliqués dans la synthése d’acide gras et de

triglycérides (Y. Yang et al., 2019).

Dans les tissus adipeux, la déméthylase FTO est impliquée dans la différenciation des pré-adipocytes
et induit I'adipogenese (Zhao et al.,, 2014). Elle régule notamment |'épissage alternatif en
empéchant le recrutement du facteur d’épissage SRSF2 par déméthylation de 'ARNm de Runxitl

(Runt-related transcription factor 1), qui module la différenciation adipocytaire.
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Les souris invalidées pour Fto montrent un retard de développement post-natal, des tissus adipeux

réduits et sont protégées contre |'obésité induite par le régime alimentaire (Fischer et al., 2009).

8. Implication physiopathologique de la méthylation m°A

Cette méthylation peut également jouer un réle pathologique (Zhou et al., 2020). Des variations
d’expression des déméthylases ou méthyltransférases peuvent conduire au développement de
nombreuses maladies, suite a un profil de méthylation des ARN anormal. Les protéines « readers »

peuvent également étre impliquées dans le développement de maladies.

La méthylation m®A des ARN intervient notamment au cours d’infections virales (Gokhale et al.,
2016; Kennedy et al., 2016). Elle est, par exemple, indispensable a I'infection du cytomégalovirus
humain (hCMV) (Winkler et al., 2019). Le virus augmente |’expression des deux méthyltransférases
et de la protéine « reader » YTHDF2. La surexpression de ces différentes protéines permet d’inhiber
I’expression de IFN-£ (interferon ), codant pour une cytokine impliquée dans la réponse antivirale.
En effet, 'augmentation de la méthylation m®A causée par les méthyltransférases diminue la
stabilité de ’ARNm de IFN-£ suite a la reconnaissance par YTHDF2. Le virus réduit ainsi I'activation

du systéme immunitaire facilitant sa propagation.

La méthylation mPA est également modifiée au cours de la maladie d’Alzheimer. En effet, la
méthylation m®A est augmentée dans le cerveau des patients atteints de la maladie associée a une
augmentation d’expression de METTL3 et une diminution de FTO chez les modéles murins de la
maladie d’Alzheimer (Han et al., 2020). Les génes différentiellement méthylés sont notamment liés

aux membranes pré- et post-synaptiques et a la croissance des connexions synaptiques.

Dans le contexte de maladies cardiovasculaires, la méthylation m®A est augmentée dans les
cardiomyocytes. On retrouve notamment une augmentation de la méthylation des ARNm de génes
codant des protéines kinases comme MAP3K6 (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6),
dont I'expression protéique est augmentée avec une surexpression de la méthyltransférase METTL3
(Dorn et al., 2019). Cette surexpression induit également une hypertrophie des cardiomyocytes,

conduisant a une hypertrophie cardiaque chez la souris.

A l'inverse l'inhibition de I'expression de Mett/3 dans les cardiomyocytes stimulés par du sérum
empéche I’hypertrophie des cardiomyocytes. L'invalidation de la méthyltransférase n’affecte pas le
développement cardiaque chez les souris agées de 3 mois. Toutefois, pour les souris plus agées (8
mois), une réduction a long terme de la méthylation m®A par délétion de Mett/3 conduit & une

structure anormale et une dysfonction du coeur (Dorn et al., 2019). Une dérégulation des
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modifications m®A pourrait donc étre impliquée dans le développement de maladies

cardiovasculaires liées a I'age ou au stress métabolique.

La méthylation mPA pourrait également intervenir au cours du diabéte de type 1. En effet, les
malades présentent une méthylation m®A et une expression de METTL3 réduite dans les cellules B
pancréatiques. Des expérimentations sur des cellules EndoC-BH1 et flots pancréatiques obtenus de
donneurs humains montrent qu’un traitement avec les cytokines IL-1B et IFN-a (interferon a),
utilisées pour mimer le développement de la maladie, affectent la méthylation m®A des ARN des
génes impliqués dans les voies de signalisation de la réponse immunitaire et de 'apoptose (De Jesus

et al.,, 2021).

La méthylation m®A jouerait un réle clé dans de nombreux cancers comme la leucémie myéloide
aigué (Niu et al., 2019), les mélanomes (Shen et al., 2019), les cancers des poumons (Lin et al., 2016)

ou du foie (Chen et al., 2018).

L’expression de METTL3 est augmentée au cours de nombreux cancers. Une surexpression de la
méthyltransférase METTL3 induit notamment I'expression d’oncogéenes a I'origine de nombreux
cancers. Dans le cancer du poumon, METTL3 promeut, en tant que protéine « reader », la traduction
d’oncogénes dont EGFR (Epidermal growth factor receptor) et TAZ (Tafazzin), qui améliorent la
croissance, la survie et I'invasion des cellules cancéreuses (Lin et al., 2016). L’augmentation de la
méthylation mPA peut également inhiber I'expression de certains génes. La surexpression de
METTL3 entraine par exemple dans le cancer du foie la dégradation de 'ARNm de SOCS2
(Suppressor of cytokine signaling 2) un géne suppresseur de tumeur suite a la reconnaissance de la

méthylation m®A en 3’UTR par YTHDF2 (Chen et al., 2018).

Les déméthylases sont également impliquées dans le développement de cancers. Leur
surexpression induit par exemple une déméthylation des génes suppresseurs de tumeurs et réduit
ainsi leur expression. C'est le cas de FTO qui inhibe I'expression de BNIP3 (BCL-2 interacting protein
3) par déméthylation de son ARNm lors d’une leucémie, favorisant la croissance tumorale et le

développement de métastases (Niu et al., 2019).

Dans le cancer du pancréas, la perte d’expression d’ALKBH5 induit une augmentation de la
méthylation des ARN et facilite le développement de métastases. En effet ALKBH5, par la
déméthylation du long ARN non codant KCNK15-AS1 permet d’augmenter son expression. Cet ARN
inhibe la migration cellulaire et I'invasion, la réduction d’ALKBH5 et donc de KCNK15-AS1 promeut

ainsi le développement de métastases au cours du cancer du pancréas (Y. He et al., 2018).
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De par leur role important dans de nombreux cancers, ces enzymes impliquées dans la méthylation
mPA de I’ARN, sont utilisées comme biomarqueurs dans la détection et le pronostic d’évolution des
cancers. C'est le cas de la déméthylase ALKBH5 qui est un bon biomarqueur dans le pronostic du

cancer du pancréas (Cho et al., 2018).

De nombreux points communs ont été mis en évidence entre le développement de tumeurs
cancéreuses et les maladies métaboliques notamment le diabéete de type 2 (Hua et al., 2016). Le
diabete de type 2 est notamment un facteur de risque de développement de nombreux cancers
(Grote et al., 2010). La méthylation m°®A étant impliquée dans le développement de cancers, il est
donc trés probable qu’elle soit également impliquée dans le développement de maladies

métaboliques comme le diabéte de type 2.

9. Méthylation m°A et diabéte de type 2

Il existe, a I’heure actuelle, peu de publications concernant la méthylation m®A et son réle au sein
de Illot pancréatique et lors du diabéete de type 2. Néanmoins, des études montrent que la
méthylation m®A est diminuée dans le sang de patients atteints du diabéte de type 2 (F. Shen et al.,
2015; Y. Yang et al., 2019). Cette diminution de la méthylation est associée a une augmentation de

I’expression de FTO, qui corréle de maniéere positive avec la concentration en glucose dans le sang.

Dans les flots humains issus de patients diabétiques, une diminution de la méthylation m®A est
également observée, liée a une diminution de I'expression de METTL3 et METTL14 (De Jesus et al.,

2019; Wang et al., 2020).

Des analyses bioinformatiques de différentes données de la littérature montrent également que les
ARN cibles différentiellement méthylés et exprimés au cours du diabete de type 2 sont impliqués
dans les voies de signalisation de I'insuline, dont le géne INS, MAFA et HK2 (Hexokinase 2) (Lei et al.,

2021).

Au niveau physiologique, la méthylation m°A des ARN serait impliquée dans la maturation des
cellules B pancréatiques lors du développement (Wang et al., 2020). En effet, I'inactivation des
méthyltransférases METTL3 et METTL14 chez la souris entraine une perte d’expression des genes
impliqués dans l'identité de la cellule B, comme Pdx1, MafA ou Nkx6.1, qui conduit a une
dédifférenciation des cellules B pancréatique mise en évidence par I'augmentation du marqueur de
dédifférenciation ALDH1A3 (Aldehyde dehydrogenase 1 family). Cela provoque une perte en masse
des cellules B, associée a une réduction de leur prolifération et une augmentation de I'apoptose.

Toutes ces altérations conduisent a une hyperglycémie et une perte de sécrétion d’insuline
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guelgues semaines aprés la naissance des souris invalidées. D’autres études, se focalisant
uniquement sur METTL14, ont montré des résultats similaires (De Jesus et al., 2019; J. Liu et al.,

2019; Men et al., 2019).

Dans le foie, on observe au contraire une hyperméthylation des ARN, avec une réduction de
I’expression de FTO associée a une expression de METTL3 augmentée chez les patients diabétiques
(Xie et al., 2019). L'expression de METTL3 dans le foie est positivement corrélée a la résistance a

I'insuline et négativement corrélée a la fonction sécrétrice des cellules B.

Chez les souris nourries avec un régime riche en graisse (régime HFD : high fat diet), une
augmentation d’expression de Mett/3 est observée dans le foie par rapport aux souris nourries avec
un régime standard (régime CD : chow diet). L'invalidation de Mett/3 dans les hépatocytes de souris
nourries avec un HFD permet d’améliorer la sensibilité a I'insuline, la tolérance au glucose et réduit
la synthése d’acides gras empéchant les complications liées a ce régime alimentaire (Xie et al., 2019).
La diminution de la synthese d’acides gras est notamment induite par une hypométhylation de
’ARNm de Fasn qui réduit son niveau d’expression inhibant le métabolisme des acides gras. La
réexpression de Mett/3 chez ses souris par virus adéno-associé (AAV) abolit les effets positifs de
I'invalidation sur la sensibilité a I'insuline. La méthyltransférase METTL3 est donc impliquée dans la
régulation du métabolisme des acides gras dans le foie et pourrait étre impliquée dans

I'insulinorésistance hépatique au cours du diabéte de type 2.
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Données préliminaires

Ce projet de these est issu de la poursuite d’'une étude publiée dans Cell Reports ou le laboratoire a
montré que KAT2B (Lysine acetyltransferase 2B), une histone acétyltransférase, est impliquée dans
I'adaptation au stress métabolique, la réponse UPR et la sécrétion d’insuline par les cellules B
pancréatiques (Rabhi et al., 2016). Son expression est notamment diminuée au cours du diabéte de
type 2. Cette enzyme épigénétique ajoute des groupements acétyles sur les résidus de lysine des
histones et permet |'ouverture de la chromatine et I'activation de I'expression des génes (Ogryzko

et al., 1996).

L'étude de l'interactome de KAT2B, par analyse protéomique, a pu montrer l'interaction de
I'enzyme avec une méthyltransférase de I’ARN (données non publiées). Les modifications
épigénétiques pouvant moduler I'épitranscriptome en recrutant le complexe méthyltransférase a
proximité de I’ARN naissant (Huang et al., 2019), il est possible que I'acétyltransférase KAT2B, via
I’acétylation des histones, puisse également intervenir dans la régulation de la méthylation m®A, la

modification épitranscriptomique la plus abondante sur les ARNm.

Le laboratoire a étudié le role de I'acétyltransférase KAT2B dans la régulation de la méthylation m°®A
grace a l'utilisation de modéles murins génétiquement modifiés et d’ilots pancréatiques isolés de
donneurs sains et diabétiques. Ces données ont été présentées au cours de la thése du Dr. Nabil

Rabhi mais n’ont pas encore été publiées.

Ces résultats démontrent que I'invalidation de Kat2b dans les cellules B d’ilots pancréatiques murins
(Figure 34A) induit une diminution significative de la méthylation m®A (Figure 34B, en gris)
comparée aux souris sauvages (Figure 34B, en noir). Cet effet est exacerbé aprés un stress
métabolique induit par un régime riche en graisse (HFD : High fat diet) ol I'on observe une réduction
accrue de la méthylation m®A dans les flots pancréatiques (Figure 34B, en rose). Il est intéressant de
noter que le régime HFD seul réduit également la méthylation m®A chez la souris de maniére

similaire a l'invalidation de Kat2b (Figure 34B, en rouge) (Rabhi et al., 2016).

Chez 'Homme, I'inhibition de I'expression de KAT2B dans les ilots pancréatiques par l'utilisation de
siRNA (Figure 35A) entraine également une réduction de la méthylation m®A comparée aux flots
traités avec un siRNA contrdle (Figure 35B). Le régime diabétogéne affectant la méthylation m°A
dans les ilots de souris, nous avons également étudié la méthylation m®A dans les flots

pancréatiques humains issus de patients diabétiques.
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Figure 34 : Impact de l'invalidation de Kat2b sur la méthylation m°A des ARN dans les flots pancréatiques murins.

(A) Expression de ’ARNm de Kat2b dans les ilots pancréatiques de souris sauvages (n=4) ou invalidées pour Kat2b (n=6).
(B) Quantification de la méthylation m°A par dosage ELISA dans les ARN d’ilots de souris invalidées ou non pour Kat2B,
nourries avec un régime standard (Chow diet) ou riche en graisse (High fat diet) pendant 12 semaines (n>5). Les données
sont exprimées selon la moyenne + SEM. *, p>0.05 ; **, p>0.01.
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Figure 35 : Effets de l'inhibition de KAT2B par utilisation de siRNA sur la méthylation m®A de I'ARN dans les ilots
pancréatiques humains.

(A) Expression de ’ARNm de KAT2B dans les ilots humains traités avec un siRNA contréle ou un siKAT2B (n=6). (B)
Quantification de la méthylation m°A par ELISA aprés traitement avec les différents siRNA (n=6). (C) Dosage par ELISA
de la méthylation m°A des ARN totaux des flots pancréatiques humains diabétiques (n=5) ou non diabétiques (n=10). (D)
Expression de ’ARNm de la méthyltransférase METTL3 dans les Tlots pancréatiques de patients diabétiques (n=5) ou non
diabétiques (n=8). Les données sont exprimées selon la moyenne + SEM. *, p>0.05 ; **, p>0.01.
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Dans les flots pancréatiques issus de donneurs diabétiques, nous observons que la méthylation m°A
est également réduite (Figure 35C) et associée a une réduction d’expression de la méthyltransférase

METTL3 (Figure 35D).

Ces résultats montrent que I'épigénétique, de par l'activité acétyltransférase de KAT2B, semble
réguler la méthylation m®A des ARN dans les ilots pancréatiques humains et murins. De méme, un
phénotype diabétique chez des patients atteints du diabéte de type 2 ou chez des souris nourries

avec un régime HFD impacte également la méthylation m®A des ARN dans les flots pancréatiques.
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Objectifs

L'environnement joue un réle majeur dans le dysfonctionnement des cellules B pancréatiques. Nous
avons donc émis I'hypothése que la méthylation mPA de I’ARN pourrait intervenir en tant
gu’intermédiaire dans les différents stress induit par la glucolipotoxicité observée au cours du

diabete de type 2 et contribuer ainsi au développement de cette maladie.

Les résultats obtenus dans notre laboratoire et dans d’autres équipes semblent aller dans ce sens,
avec une méthylation m®A des ARN réduite dans les flots pancréatiques murins ou humains
diabétiques, associée a des variations d’expression des genes impliqués dans la fonction ou

I'identité de la cellules B (Lei et al., 2021).

Le premier objectif de ma these était d’identifier les variations environnementales responsables de
la perte de la méthylation m®A observée au cours du diabéte de type 2 et de comprendre les

mécanismes de régulation de la méthylation m®A dans un environnement gluco- et lipotoxique.

Le second objectif était de déterminer le réle des différentes enzymes de la méthylation m®A au

sein de la cellule B et I'llot pancréatique.

Enfin, le dernier objectif était d’identifier les ARNm cibles de la méthylation m®A au cours de ce

stress gluco- et lipotoxique et lors du diabéte de type 2.

Pour atteindre nos objectifs, nous avons mis en place différents modeles in vitro et ex vivo de
traitements a court ou long terme avec des variations de concentrations en glucose et palmitate.
L'utilisation de siRNA et d’inhibiteurs nous permet également d’étudier le réle des enzymes
impliquées dans la méthylation m®A. Le développement d’un modéle de souris d’invalidation
spécifique de Fto dans la cellule B pancréatique a également été mis en place. Enfin, un protocole
d’immunoprécipitation de la marque mP°A pour le séquencage des ARNm méthylés a été développé
au cours de cette thése afin d’identifier les cibles de la méthylation m®A dans des conditions

physiologiques ou physiopathologiques.

Les résultats obtenus permettent de mieux comprendre les interactions entre I’environnement et
I’expression génique au travers de la méthylation m®A des ARNm. lls permettent également une
meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans la glucolipotoxicité qui affecte les cellules

B pancréatiques au cours de diabéte de type 2.
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Matériels et Méthodes

1. Culture cellulaire

La lignée cellulaire Min-6 est issue d’un insulinome de souris exprimant I'antigene large T du virus
SV40 dans les cellules B pancréatiques. Cet inhibiteur de génes surpresseurs de tumeurs (pRb,
p53, etc) permet d’immortaliser les cellules B. Ces cellules sont cultivées dans du milieu DMEM-
Glutamax a 4,5 g/L de glucose (31966-021 Gibco), supplémenté avec 15 % de sérum de veaux

foetal (SVF), 100 pg/ml de pénicilline-streptomycine et 55 pM de B-mercaptoéthanol.

La lignée cellulaire a-TC1 est issue d’un adénome pancréatique de souris et correspond aux
cellules a de I'flot. Ces cellules expriment également I'antigene large T du virus SV40 qui permet
d’immortaliser la lignée. Le milieu de culture se compose de DMEM a 1 g/L de glucose (11885-
084, Gibco), supplémenté avec 10% de SVF, 100 nM acides aminés non essentiels, 15 mM d’"HEPES
et 0,02% d’albumine de sérum bovin (BSA).

Ces lignées sont incubées en étuve a 37°C et 5% de CO,. Entre chaque passage, les cellules sont
détachées de leur support avec 2 mL de trypsine (25300-054, Gibco) a 37°C pendant environ 3

minutes. La trypsine est ensuite inactivée avec 8 mL de milieu de culture.
1.1 Traitements

Les cellules a-TC ont été incubées avec 5,6 mM ou 15 mM de glucose et 0,5 mM de palmitate

pendant 72 heures. Les cellules sont ensuite lysées pour extraction d’ARN.

Les cellules Min6 sont traitées pendant 3h avec 2,8 ou 20 mM de glucose dans un milieu Min6
complet sans glucose (DMEM 11966-025, Gibco) supplémenté en sodium pyruvate 1 mM (11360-
070, Gibco). Pour le traitement palmitate, les cellules Min6 ont été incubées avec 5,6 mM ou 20
mM de glucose et 1 mM de palmitate pendant 72 heures (avec un changement quotidien de
milieu).

Pour le traitement au bisantréne, les cellules Min6 ont été incubées avec 100 nM de bisantréne
(B4563, Sigma) dans du milieu Min6 complet. Une heure avant la fin du traitement, les cellules
Min6 sont privées de glucose dans du tampon bicarbonate Krebs-Ringer (KRB) additionné de 0,5%
de BSA et 100 nM de bisantrene pour effectuer ensuite des tests de sécrétion d'insuline stimulée

par le glucose.
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1.2 Sécrétion d'insuline stimulée par le glucose (GSIS) et dosage de l'insuline par ELISA

Les cellules Min6 sont privées de glucose pendant 1 heure avec du tampon KRB supplémenté avec
0,5% d'albumine de sérum bovin (KRB-BSA). Les cellules sont ensuite stimulées avec du glucose
2,8 ou 20 mM pendant 1 heure dans le méme tampon. La sécrétion d'insuline et le contenu
cellulaire en insuline, obtenus par lyse des cellules avec 180 mM d'HCl et 75% d'éthanol, puis
neutralisés par 1 M de NayCOs, sont dosés par ELISA (mouse insulin kit 10-1247-01, Mercodia)
apres dilution au 1/20¢ pour I'insuline sécrétée et 1/100° pour I'insuline intracellulaire. L'insuline
est quantifiée a I'aide d’une gamme étalon selon les instructions du fabricant. La sécrétion

d'insuline est normalisée par le contenu cellulaire en insuline
1.3 Transfection siRNA

Avant transfection, les antibiotiques sont éliminés du milieu par 2 rincages au DMEM (31966-021,
Gibco). Les cellules ont été transfectées du Dharmafect 1 (T-2001, Horizon Discovery) et 25 nM
de siRNA (Smartpool ON-TARGETplus siRNA, Horizon Discovery) dans un milieu Min6é complet
sans antibiotiques selon les instructions du fabricant (voir tableau S2 en annexe pour informations
supplémentaires sur les siRNA utilisés). Les cellules ont été lysées 48 heures apres le début du
traitement pour extraction d’ARN, de protéines ou dosage de la sécrétion d’insuline aprés

stimulation au glucose.
1.4 Extraction d'ARN et RT-qPCR

L'ARN total est extrait des cellules en utilisant le kit Nucleospin RNA (740955, Macherey Nagel)
selon les instructions du fabricant. L'ARN est rétrotranscrit avec les réactifs du kit SuperScript IlI
(18080044, Invitrogen), des hexaméres aléatoires (10609275, Invitrogen) et des dNTP (10520651,
Thermo scientific). L'expression de I'ARNm est quantifiée par gPCR en temps réel a l'aide
d'oligonucléotides spécifiques des génes d’intéréts (voir tableau S3 en annexe pour informations
sur les oligonucléotides utilisés) et le FastStart SYBR Green Master Mix (4913914001, Roche). Les

résultats des cellules Min6 sont normalisés par I’expression de I'ARNm de la cyclophiline murine.
1.5 Immunoprécipitation des ARN méthylés

Les ARNm sont purifiés avec le Dynabeads mRNA direct Kit (61012, Invitrogen) a partir de 50 ug
d’ARN total. 1,5 pug d’ARN dilués dans du tampon TE (Tris-Edta) sont ensuite fragmentés par
ultrason au Bioruptor (Diagénode) avec 30 cycles de 30s on/off (high position). Les ARN

fragmentés sont ensuite immunoprécipités avec I'Epimark N6-methyladenosine enrichment kit.
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Les ARN méthylés sont ensuite rétrotranscripts et amplifiés par PCR pour identifier les régions

méthylées (voir tableau S5 en annexe pour informations sur les oligonucléotides utilisés).
1.6 Immunofluorescence et quantification

Apreés traitements, les cellules Min6 sont fixées au paraformaldéhyde 4% dilué dans du PBS
(Phosphate-buffered saline) pendant 15 minutes a température ambiante et lavées 3 fois avec du
PBS. Les cellules sont ensuite perméabilisées avec du PBS-Triton 1 % dans les mémes conditions.
Les cellules sont bloquées dans du PBS-BSA 1 % pendant 30 minutes a température ambiante et
incubées avec des anticorps primaires pendant une nuit a 4°C (voir tableau S4 en annexe pour la
liste des anticorps utilisés). Des anticorps secondaires conjugués a des fluorophores (anticorps
secondaires AlexaFluor, Thermofisher) ont été utilisés pour révéler par immunofluorescence les
protéines cibles. Le DAPI est utilisé pour colorer les noyaux. Les images ont été traitées et

guantifiées a I'aide de Macro sur le logiciel Image).
2. Expérimentations animales

Les souris sont maintenues conformément aux directives de I’'Union européenne pour 'utilisation
d’animaux de laboratoire. Les expérimentations in vivo ont été réalisées dans le respect du
référentiel éthique francais pour les études sur animaux de laboratoire (accord animalerie n°59-
350294, Autorisation d’expérimentation animale, approbation du projet par notre comité

d’éthique local n°APAFIS#2915-201511300923025v4).

Toutes les souris sont hébergées en animalerie EOPS (exempt d’organismes pathogenes
spécifiques) avec un cycle jour/nuit de 12 heures a une température constante de 23°C.
L’ensemble des expérimentations sont réalisées sur des souris males du fond génétique C57BL/6)
agées d’au moins 5 semaines. Les souris sont nourries ad libitum avec un régime standard (régime

RM1 Special Diet Services).
2.1 Régime alimentaire spécifique

Pour induire un phénotype diabétique, les souris sont nourries ad libitum avec un régime riche
en graisse a 60% (D12492i, Research Diet) pendant 12 semaines. Afin d’évaluer |'efficacité du
régime, les souris sont pesées chaque semaine et des tests métaboliques (IPGTT) sont mis en

place avec au moins 1 semaine d’intervalle entre chaque expérimentation.
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2.2 Test de tolérance au glucose par injection intrapéritonéale (IPGTT)

Les tests de tolérance au glucose sont réalisés, aprés mise a jeun de 16h, par injection
intrapéritonéale de glucose a raison de 2g/kg. Le glucose (G8769, Sigma) est préalablement dilué
a 200 mg/mL dans du NaCl 0,09%. La glycémie est mesurée a l'aide du glucométre Accucheck
Performa a TO, T15, T30, T45, T60, T90 et T120 (en minutes). Du sang est également prélevé a la
base de la queue a TO, T15 et T30 afin de récupérer le sérum aprés centrifugation a 4500 rpm
pendant 20 min a 4°C. Le sérum est conservé a -80°C jusqu’a utilisation pour doser la sécrétion
d’insuline par ELISA (Mouse Insulin Kit Mercodia). Le dosage de l'insuline par ELISA est réalisé

comme décrit dans la partie 3.2.
2.3 Lignées génétiquement modifiées

Les souris génétiquement modifiées proviennent des laboratoires Jackson. Les souris invalidées
pour la déméthylase Fto proviennent de croisements de souris Fto-Flox et des souris MipCreERT.
Les souris MipCreERT (B6.Cg-Tg(Ins1-cre/ERT)1Lphi/J, JAX 024709) ont été décrites par Tamarina
et al., en 2014. Dans cette lignée, la Cre recombinase est sous le contréle du promoteur de
I'insuline fusionné au domaine de fixation du récepteur aux cestrogénes. La Cre recombinase est
exprimée dans le cytoplasme des cellules B pancréatique et I'injection de tamoxiféne permet sa

translocation dans le noyau pour induire la recombinaison des sites loxP.

Les souris Fto-Flox (B6.129-Ftot™1-1P29/YxtJ, JAX 024709) ont été décrites par Gao et al., en 2010.
Elles sont issues d’un fond génétique C57BL/6J dont I'exon 3 du gene Fto a été floxé par 2 sites
loxP sensibles a la Cre recombinase. La délétion de cet exon induit un décalage du cadre de lecture

gui provoque une altération de la traduction de I’ARNm en protéine.

Pour une invalidation inductible du géne Fto, les souris MipCreERT Fto-Flox sont injectées tous
les jours pendant 5 jours avec une solution contenant du tamoxiféne a raison de 50 mg/kg (75648,
Sigma). Le tamoxiféne est préalablement solubilisé dans de I’éthanol pure a 65°C pendant 1h pour
une solution a 80 mg/mL puis dilué dans de I’huile de mais (C8267, Sigma) pour une solution a 40
mg/mL. Juste avant injection la solution est diluée dans du PBS 1X pour une solution finale a 10

mg/mL.

2.4 Génotypage des lignées de souris

L’ADN des souris est extrait d’échantillons de queues digérés sous agitation a 55°C sur la nuit avec
100 puL de tampon de lyse Direct PCR (102-T, Viagen) supplémentés avec 1 pL de protéinase K

(A4392, PanReac). La réaction est stoppée par une incubation a 85°C pendant 40 min.
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La PCR est réalisée avec 1 puL d’ADN, 10 puL de Hot Start Phire Green 2X (F126, Thermo Scientific)

et les différents primers (voir tableaux), la réaction est complétée avec de I'eau pure jusqu’a 20

ML.
Génotypage Primer (5’ - 3’) Concentration Volume par réaction
AGGAGAGCAGCAGTTGTTGG
Fto Flox GGAAGCCAAGAACAAGTCCA 10uM tul
CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT 0,25 uL
Cre GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC 20 UM 0,25 uL
GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC lulL
GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT lulL

2.5 Isolement d’ilots pancréatiques murins

Les souris sont mises a jeun sur la nuit pour l'isolement des Tlots pancréatiques. Aprés mise a mort
par dislocation cervicale et incision ventrale de I'animal, le canal cholédoque est clampé juste en
amont de I'ampoule de Vater. Le pancréas est ensuite injecté avec une solution de 1,5 mg/mL de
collagénase V (C9263, Sigma), disséqué et digéré a 37°C pendant 10 minutes. Apres filtration du
lysat au tamis, les flots sont purifiés avec un gradient de densité de polysucrose (issu de
I'histopaque 1119, Sigma Aldrich) de 1119, 1100, 1080 et 1060 g/mL et centrifugation de 2000
rom pendant 45min, avec une accélération et décélération réduite au minimum. Enfin, les ilots
sont prélevés entre les gradients 1100 et 1080 puis triés a la main sous microscope binoculaire
pour une meilleure pureté. Avant utilisation, les ilots sont maintenus au moins 24h en étuve a
37°C et 5% de CO2, dans du milieu ilots composés de RPMI 1640 + Glutamax (61870010, Gibco)
supplémenté avec 10% de Sérum de Veaux Fecetal (SVF) et 100 pg/ml de pénicilline-streptomycine
Les ilots pancréatiques de souris sont ensuite soumis a une GSIS de maniére similaire au cellules
Min6 (voir partie 1.2) ou lysés pour extraction d’ARN avec le Rneasy Micro Kit (74034, Qiagen). La
RT-qPCR est réalisée comme décrite dans la partie 1.4. Les résultats des ilots pancréatiques sont

normalisés par I'expression de I'ARNm de la cyclophiline murine.
3. Etudes des ilots pancréatiques humains

Les flots pancréatiques humains ont été fournis par le Pr. Francois Pattou (UMR1190) d'aprés
Kerr-Conte et al., 2010. Les flots ont été récoltés sur des donneurs humains adultes en mort
cérébrale, non diabétiques et diabétiques de type 2 (Voir Tableau S1 en annexe pour
informations). Pour le traitement au palmitate et au glucose, les ilots ont été incubés avec 5,6 ou
20 mM de glucose et 0,5 mM de palmitate pendant 72 heures, avec changement quotidien de

milieu.
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Les flots humains sont ensuite soumis a une GSIS de maniére similaire au cellules Min6 (voir partie
1.2) ou lysés pour extraction d’ARN avec le tampon de lyse du kit Nucleospin RNA (740955,
Macherey Nagel). La RT-qPCR est réalisée comme décrite dans la partie 1.4. Les résultats des ilots

pancréatiques sont normalisés par I’expression de I'ARNm de la cyclophiline humaine.
4. Quantification m°A par Dot Blot

500 ng d'ARN sont utilisés pour la quantification de la méthylation m®A par Dot Blot. Les ARN sont
transférés sur une membrane en nylon a l'aide d'un Dot Blotter avec aspiration pendant 15
minutes puis sont fixés par UV a 130 J/cm? (254 nm). La membrane est incubée avec 0,04 % de
bleu de méthyléene et 0,5 M d'acétate de sodium pour marquer I'ARN total. Avant l'incubation de
I'anticorps, la membrane est lavée avec du TBS-Tween 0,1 % (TRIS-buffered saline) et bloquée
une heure a température ambiante avec 5 % de lait dans du TBS-Tween 0,1 %. Un anticorps
primaire anti-m°A est utilisé pour marquer la méthylation m®A des ARN avec une incubation d'une
nuit a 4°C (voir tableau S4 en annexe pour la liste des anticorps utilisés). Aprés 3 lavages de 10
minutes dans 0,1% de TBS-Tween, la membrane est incubée avec un anticorps secondaire
conjugué a de la peroxydase de raifort. Les ARN méthylés m®A sont ensuite été visualisé avec un
substrat ECL (32106, Pierce) et I'appareil Gel Doc XR+ de Biorad. Le signal obtenu est quantifié a
I’aide du logiciel Imagel. Le marquage de I'ARN m®A-méthylé est normalisé par I'ARN total obtenu

par marquage au bleu de méthyléne.
5. Quantification m°A par ELISA

La quantification de la méthylation m®A est réalisée avec le kit EpiQuik m®A RNA methylation
(Colorimétrique P-9005-96, Epigentek) selon les instructions du fabricant avec 200 ng d'ARN total
et 2 pL d'anticorps primaires anti-m°®A du kit. La méthylation mPA est quantifiée a I'aide d’une

gamme étalon.
6. Analyses statistiques

Toutes les données sont exprimées en moyenne + SEM. L'analyse statistique a été effectuée a
I'aide du logiciel GraphPad Prism 9.0. Les différences ont été considérées statistiquement

significatives a une valeur P < 0,05 (* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p < 0,005, **** p < 0,001).
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Résultats

I. Importance du glucose dans la régulation de la méthylation
mOA

A. Quantification de la méthylation m®A des ARN

L'insulinorésistance et I’hyperglycémie retrouvées au cours du diabéte de type 2 provoquent un
environnement glucolipotoxique pour les cellules. Cet environnement diabétogene conduit
notamment & une diminution de la méthylation m®A dans les flots pancréatiques de patients

atteints du diabéte de type 2 (De Jesus et al., 2019)

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés plus particulierement aux effets de
I’environnement, a travers I'analyse de I'effet de variations de la concentration en glucose, sur la

méthylation m®A des ARN au sein de la cellule B pancréatique.

Pour cela, nous avons utilisé la lignée cellulaire Min6, un modele de cellules B pancréatiques
murines. Ces cellules ont été incubées pendant 1, 2 et 3h avec des concentrations en glucose de
2,8 mM ou 20 mM afin d’étudier les variations de méthylation m®A des ARN. La méthylation m°A
est ensuite quantifiée par Dot Blot et utilisation d’anticorps spécifiques de la méthylation m°A

des ARN (Figure 36A et B).

Nous observons une diminution de la méthylation m®A de 20 a 40% dans la lignée cellulaire Min6
apres 2 et 3h d’incubation a une concentration en glucose de 20 mM, lorsqu’on les compare aux

données obtenues pour une concentration de 2,8 mM (Figure 36B).

L'expérience a été réalisée une nouvelle fois sur des cellules Min6 pour étudier la localisation et
les variations de la méthylation m®A par immunofluorescence dans les cellules B pancréatiques
(Figure 36C). Une incubation de 3h avec une concentration en glucose de 20 mM induit également
une diminution globale de la méthylation m®A comparée a une incubation avec 2,8 mM de glucose
(Figure 36D). De maniére intéressante, la perte de méthylation mPA est particulierement localisée

dans le noyau, site principal de la méthylation des ARN (Ke et al., 2017).
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Figure 36 : Effets du glucose sur la méthylation m®A des ARN dans les cellules Miné.

(A, B) La méthylation m°A des ARN totaux est quantifiée par Dot Blot aprés 1, 2 et 3h d’incubation avec 2,8 ou 20 mM
de glucose (n=3). La quantification de la méthylation m°®A est obtenue & partir de I'analyse des membranes (en A) par
le logiciel Image) suite au marquage de la méthylation m°A (en gris, & droite) normalisé par le marquage des ARN
totaux (en bleu, & gauche). (C) Immunofluorescence de la méthylation m°A dans des cellules Min6 traitées pendant
3h avec 2,8 et 20 mM de glucose et (D) quantification par utilisation de macro Imagel) (n=5). Les données sont
analysées par 2way ANOVA (A) et Multiple t-test (D). ** p<0.01 ; *** p<0.005.
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Afin de mieux comprendre I'importance du glucose dans la régulation de la méthylation m°®A chez
I'Homme, une expérience similaire a été réalisée sur des ilots pancréatiques humains non
diabétiques avec une incubation d’une heure a 2,8 ou 20 mM de glucose (Figure 37A et B). Les
résultats obtenus par Dot Blot montrent qu’une concentration en glucose de 20 mM induit une
diminution de 20 a 30 % de la méthylation m®A des ARN dans les ilots pancréatiques humains

comparée a une incubation avec une concentration en glucose de 2,8 mM (Figure 37A).
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Figure 37 : Effets du glucose sur la méthylation m°A des ARN dans les ilots pancréatiques humains non diabétiques.
(A, B) La méthylation m°A des ARN totaux est quantifiée par Dot Blot aprés 1h d’incubation avec 2,8 ou 20 mM de
glucose (n=4). La quantification de la méthylation m°A est obtenue a partir de I'analyse des membranes (en B) par le
logiciel ImageJ suite au marquage de la méthylation m®A (en gris, & droite) normalisé par le marquage des ARN totaux
(en bleu, a gauche). Les données sont analysées par un test Mann-Whitney. * p<0.05.

Ces données suggerent que le glucose, a une concentration élevée, induit une diminution de la
méthylation m®A dans les cellules B murines et les flots pancréatiques humains, de maniére
similaire a ce qui est observé au cours du diabéte de type 2. Le glucose pourrait donc étre impliqué

dans la régulation de la méthylation m®A des ARN dans la cellule B et I'llot pancréatique.
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B. Etude des variations d’expression et de localisation cellulaire des
méthyltransférases et déméthylases

La perte de la méthylation mPA, médiée par le glucose, pourrait étre le résultat d’une diminution
de l'expression de la méthyltransférase METTL3 ou une augmentation d’expression des
déméthylases ALKBH5 et/ou FTO. Nous avons donc étudié, dans les cellules Min6, I'expression de

ces enzymes dans des conditions identiques a I’'expérimentation précédente (Figure 38).

Nos résultats montrent, pour une concentration de 20 mM de glucose et 3h d’incubation, une
augmentation de I'expression des ARNm de chacune des enzymes lorsque les résultats sont
comparés a une incubation a 2,8 mM de glucose. Alkbh5 présente une expression presque 2 fois
plus importante a 20 mM qu’a 2,8 mM de glucose (Figure 38A). L'expression de Fto est environ
1,5 fois plus élevée pour une concentration de 20 mM (Figure 38B). Enfin, I'expression de Mett/3

est aussi augmentée d’environ 1,6 fois (Figure 38C).

Ces données suggérent que le glucose pourrait diminuer la méthylation m®A des ARN en induisant
une augmentation d’expression des déméthylases ALKBH5 et FTO. De maniére intéressante,
I'expression de la méthyltransférase METTL3 est également augmentée dans les mémes
conditions. Cette augmentation pourrait étre due a un phénoméne compensatoire afin d’éviter

une déméthylation trop importante des ARN.
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Figure 38 : Effets du glucose sur I’expression des ARNm Alkbh5, Fto et Metti3.
Quantification de I'expression des ARNm de Alkbh5 (A), Fto (B) et MettI3 (C) par RT-qPCR aprés 1, 2 et 3 heures de
traitement glucose a 2,8 ou 20 mM (n=3). Les données sont analysées par 2way ANOVA. * p<0.05 ; ** p<0.01.
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L'activité méthyltransférase et déméthylase se déroulant principalement dans le noyau (Ke et al.,
2017), nous avons également étudié les variations de localisation des enzymes mPA aprés 3h de

traitements a 2,8 ou 20 mM de glucose (Figure 39).

Nos résultats obtenus précédemment, qui montrent une diminution de la méthylation m°A
observée dans le noyau en présence d’une concentration élevée en glucose, correlent avec les

variations de localisation des enzymes observées ici.

La quantification des données obtenues par immunofluorescence montre que le glucose modifie
a la fois I'expression et la localisation de ces enzymes. En effet, la protéine ALKBHS5, qui est plut6t
cytoplasmique (Figure 39A et B), est augmentée dans le noyau alors que la méthyltransférase
METTL3 qui est normalement nucléaire est augmentée dans le cytoplasme avec une

concentration en glucose de 20 mM comparée a une concentration de 2,8 mM (Figure 39C et D).

Ces données suggérent que le glucose conduit au recrutement de la déméthylase ALKBH5 dans le
noyau, ce qui permettrait de réduire la méthylation m°A des ARN, observée précédemment. A
I'inverse, la méthyltransférase METTL3 est recrutée dans le cytoplasme afin d’éviter la

méthylation des ARN dans le noyau en présence d’une concentration élevée de glucose.

Des expériences supplémentaires sont nécessaires afin de confirmer ces résultats, comme, par
exemple, une expérience de fractionnement cellulaire associée a un Western Blot. De plus, des
données concernant la déméthylase FTO sont manquantes, I'analyse d’expression de I'enzyme
par immunofluorescence n’ayant pu étre réalisée par manque d’anticorps compatibles et

spécifiques.
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Figure 39 : Effets du glucose sur la localisation de la méthyltransférase METTL3 et de la déméthylase ALKBHS5.
Immunofiuorescence des enzymes ALKBH5 (A) et METTL3 (C) dans les cellules Miné6 traitées pendant 3h avec 2,8 et
20 mM de glucose et quantification (n=3) (B, D) par utilisation de macro Imagel. Les données sont analysées par

multiple t-test. * p<0.05.
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Il. Effet du palmitate associé au glucose dans la régulation de la
méthylation m®A des cellules

A. Effet du traitement glucolipotoxique sur le stress du réticulum
endoplasmique et la sécrétion d’insuline

Au cours du diabete de type 2, une dyslipidémie est également retrouvée, associée a
I’hyperglycémie chronique (Chehade et al., 2013). En effet, la résistance a l'insuline induit
également une augmentation des acides gras libres dans le sang, avec un effet lipotoxique
contribuant, tout comme la glucotoxicité, au dysfonctionnement des cellules B pancréatiques et

I'altération de la sécrétion d’insuline (Oh et al., 2018; Watson et al., 2011a).

Pour mimer des conditions physiologiques ou physiopathologiques, nous avons co-traité les
cellules Min6 avec des concentrations en glucose de 5,6 mM ou 20 mM, avec ou sans 1 mM de
palmitate, pendant 72h. Cette expérience nous permet d’étudier les effets a plus long terme
d’une exposition a des concentrations élevées en glucose et acides gras sur la régulation de la

méthylation m®A dans les cellules B pancréatiques.

L'efficacité du traitement a d’abord été validée sur notre lignée cellulaire Min6. Pour cela, nous
avons étudié I'expression des génes impliqués dans le stress du réticulum endoplasmique, connus
pour étre activé notamment par la glucolipotoxocité (Cunha et al., 2008; Karaskov et al., 2006)
(Figure 40). En présence de glucose seul, nous observons une diminution d’expression de Atf4 et
Chop, des protéines de la voie PERK, lorsque la concentration en glucose est de 20 mM comparée
a une concentration de 5,6 mM (Figure 40A et B). Ces résultats sont également observés en
présence de palmitate avec une diminution de I'expression de Chop et Atf4 entre les deux
concentrations en glucose. Enfin, une incubation avec 1 mM de palmitate réduit I’expression de
Chop pour un traitement avec 5,6 mM. Les variations de concentrations en glucose n’ont pas
d’effet sur I'expression de la forme épissée de Xbp1 (Xbpls), marqueur de I'activation de la voie
IRE-1a (Figure 40C). Toutefois, en présence de 1 mM de palmitate, on observe une augmentation

de Xbp1s pour une concentration de 20 mM de glucose.

Ces résultats suggerent que la lignée cellulaire Min6 nécessite un apport important de glucose
puisque la concentration de 5,6 mM induit un stress du réticulum endoplasmique plus important

gu’en présence d’'une concentration en glucose de 20 mM, supposée induire une glucotoxicité.
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De plus, I'apport de palmitate semble réduire le stress du réticulum endoplasmique induit par des
concentrations faibles en glucose. Toutefois, associé a une concentration élevée en glucose, le
palmitate augmente le stress du réticulum endoplasmique par I'activation de la voie IRE-1a dans

les cellules Min6.
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Figure 40 : Etude de I'expression de génes impliqués dans le stress du réticulum endoplasmique.

Quantification de I'expression des ARNm de Atf4 (A), Chop (B) et Xpbls (C) par RT-qPCR apres 72h heures de
traitement glucose a 5,6 ou 20 mM, avec ou sans palmitate (1 mM) (n=4). Les données sont analysées par 2way
ANOVA. ** p<0.01 ; **** p<0.001.

En paralléle, pour valider I'effet lipotoxique du palmitate sur nos cellules, des tests fonctionnels
consistant a mesurer la sécrétion d’insuline stimulée par le glucose ont été réalisés. En effet, il a
été montré que |'utilisation d’acide gras libres, comme le palmitate, induisait une diminution de
la sécrétion d’insuline (Oh et al., 2018; Watson et al., 2011b). De la méme maniére, les cellules
Min6 ont été incubées pendant 72h avec 5,6 mM ou 20 mM de glucose et 1 mM de palmitate.
Aprés une déplétion en glucose d’une heure, les cellules ont été stimulées avec des
concentrations en glucose de 2,8 mM et 20 mM afin d’étudier la sécrétion d’insuline aprés

traitement.

Une incubation de 72h a 5,6 mM de glucose sans palmitate (Figure 41A), multiplie par environ 2
fois la sécrétion d’insuline dans les cellules Min6 pour une stimulation a 20 mM comparée a une
stimulation de 2,8 mM. En présence de 1 mM de palmitate, la sécrétion d’insuline est augmentée
apres une stimulation avec 2,8 mM de glucose. Cependant, la sécrétion d’insuline n’augmente

plus aprés une stimulation a 20 mM, avec une valeur équivalente a une stimulation de 2,8 mM.
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Les résultats obtenus dans ces conditions démontrent que le palmitate semble altérer la
stimulation de la sécrétion d’insuline induite par le glucose, avec une sécrétion d’insuline
équivalente quelles que soit la stimulation en glucose. De plus, le palmitate provoque également
une réduction de la production d’insuline avec une diminution du contenu intracellulaire en

insuline comparée a une condition sans palmitate (Figure 41B).
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Figure 41 : Sécrétion d'insuline stimulée par le glucose apreés un traitement palmitate et glucose de 72h des cellules
8 pancréatiques.

(A) Test de sécrétion d’insuline stimulée par le glucose (2,8 vs 20 mM glucose) apreés incubation des cellules Min6
pendant 72h avec 5,6 mM et contenu intracellulaire en insuline (B) (n=4). (C) Test de sécrétion d’insuline stimulée par
le glucose (2,8 vs 20 mM glucose) aprés incubation des cellules Min6 pendant 72h avec 20 mM et contenu
intracellulaire en insuline (D) (n=4). Les données sont analysées par 2way ANOVA. ** p<0.01 ; *** p<0.005 ; ****
p<0.001.

Lorsque les cellules Min6 sont incubées pendant 72h avec des concentrations en glucose plus
importantes (Figure 41C), la sécrétion d’insuline, stimulée par une concentration en glucose de

20 mM, est 7 fois plus importante comparée a une stimulation de 2,8 mM.
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En présence de palmitate, la stimulation de la sécrétion d’insuline par 20 mM de glucose est
réduite avec une sécrétion 5 fois plus importante comparée a une stimulation de 2,8 mM. On
observe également, en présence de palmitate, comme dans les résultats précédents, une
diminution du contenu intracellulaire en insuline, qui est encore plus importante pour une
stimulation a 20 mM de glucose (Figure 41D). Dans ces conditions, I'incubation de 72h avec des
concentrations élevées de glucose permet une stimulation de la sécrétion plus importante.
Toutefois, la présence de palmitate dans le milieu induit une perte de sécrétion et une diminution

de la production d’insuline dans les cellules Min6.

Dans des conditions glucotoxiques, le palmitate provoque un stress du réticulum endoplasmique
par I'activation de la voie IRE-1a, qui augmente I'expression de la forme épissée de Xbp1s. Il altere
également la production et la sécrétion d’insuline dans notre modeéle de lignée cellulaire B

pancréatique.

B. Effets du palmitate sur la méthylation m®A des ARN et
I’expression des enzymes

Par la suite, nous avons étudié, dans les cellules Min6, I’effet du palmitate sur la méthylation m°A
par immunofluorescence (Figure 42A). Nos résultats montrent que le palmitate induit une
augmentation de la méthylation m®A, a la fois dans le noyau et dans le cytoplasme, avec une

augmentation globale de la méthylation m®A d’environ 70% (Figure 42B).
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Figure 42 : Effets du palmitate sur la méthylation m°A des ARN dans les cellules Min6.

(A) Immunofluorescence de la méthylation m°A dans les cellules Min6 traitées pendant 72h avec 20 mM de glucose,
avec (n=5) ou sans palmitate (n =7) pour une concentration de 1 mM. (B) Quantification de la fluorescence par
utilisation de macro Imagel. Les données sont analysées par multiple t-test. ** p<0.01 ; **** p<0.001.
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Toutefois, d’autres expériences restent a réaliser pour quantifier plus précisément les effets du

palmitate sur la méthylation m°A des ARN.

Nous avons également étudié, dans les cellules Min6, I'expression des différentes enzymes
impliquées dans la méthylation m°A des ARN (Figure 43) aprés un traitement de 72h a 5,6 ou 20
mM de glucose, avec ou sans palmitate (a 1 mM). Dans notre modele, une exposition de 72h a
une concentration en glucose de 20 mM induit une augmentation d’expression des ARNm de
Alkbh5 et Fto comparée a une incubation a 5,6 mM (Figure 43A et B). Aucun effet n’est observé
sur l'expression de Mett/3 (Figure 43C). Ces résultats sont similaires a ceux obtenus
précédemment apres une incubation de 3h a 20 mM de glucose, avec une augmentation des
déméthylases qui induit une perte de méthylation m®A des ARN. Le palmitate n’a pas d’effet sur
I’expression des différentes enzymes pour une concentration en glucose de 5,6 mM. En revanche,
pour une concentration de 20 mM en glucose et 1 mM de palmitate, on observe une diminution
d’expression de Alkbh5 et Fto par rapport a la condition sans palmitate (Figure 43A et B).
L'expression de Mettl3 est également réduite en présence de palmitate entre une concentration

en glucose de 5,6 mM et 20 mM.
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Figure 43 : Effets du palmitate associé au glucose sur I'expression des enzymes impliquées dans la méthylation m°A
des ARN dans les cellules 8 pancréatiques.

Quantification de I'expression des ARNm de Alkbh5 (A), Fto (B) et MettI3 (C) dans les cellules Min6 par RT-qPCR aprés
72h heures de traitement glucose a 5,6 ou 20 mM, avec ou sans palmitate (1 mM) (n=4). Les données sont analysées
par 2way ANOVA. * p<0.05 ; ** p<0.01.

D’apres ces résultats, le palmitate, en présence d’une concentration élevée en glucose, induit une
perte d’expression des déméthylases, ce qui pourrait conduire a 'augmentation de la méthylation

mPA des ARN dans les cellules B pancréatiques.
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Ill.  Ro6le du palmitate associé au glucose dans la régulation de
la méthylation m®A des flots pancréatiques humains

A. Effet du traitement glucolipotoxique sur le stress du réticulum
endoplasmique

Nous avons ensuite effectué le méme type d’expérience sur des ilots humains issus de patients
non diabétiques afin de mieux comprendre, chez I'Homme, les effets du palmitate associé au
glucose. De la méme maniére que dans les cellules Min6, nous avons étudié I'expression des
génes impliqués dans le stress du réticulum endoplasmique afin de vérifier I'efficacité du

palmitate (Figure 44).

Dans ce modele, la présence de palmitate et les différentes concentrations en glucose n’induisent
pas d’effets significatifs sur I’expression d’ATF4 (Figure 44A). Toutefois, pour ’ARNm de CHOP, un
traitement de 72h a 20 mM de glucose induit une diminution d’expression comparé a un
traitement de 5,6 mM. On observe également une augmentation de I'expression de CHOP en

présence de 0,5 mM de palmitate quelle que soit la concentration en glucose utilisée (Figure 44B).

A l'inverse, pour la forme épissée de XBP1, une concentration de 20 mM augmente I'expression
de 'ARNm comparée a une concentration de 5,6 mM. De plus, le palmitate induit une réduction

d’expression de XBP1s pour une concentration en glucose de 20 mM.
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Figure 44 : Etude de I'expression de génes impliqués dans le stress du réticulum endoplasmique.

Quantification de I'expression des ARNm de ATF4 (A), CHOP (B) et XBP1s (C) par RT-qPCR apres 72h heures de
traitement glucose a 5,6 ou 20 mM, avec ou sans palmitate (0,5 mM) dans les ilots pancréatiques humains issus de
patients non diabétiques (n=4). Les données sont analysées par 2way ANOVA. *p<0.05; **p<0.01;
**%p<0.005 ; ****p<0.001.
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Dans les ilots pancréatiques humains, le palmitate semble donc induire un stress du réticulum
endoplasmique via I'activation de la protéine CHOP, sans avoir toutefois d’effet significatif sur
I'expression de ATF4. Une concentration élevée en glucose semble plutot induire un stress du

réticulum endoplasmique via la voie IRE-1a.

Nous avons également étudié la sécrétion d’insuline des flots pancréatiques humains apres un
traitement de 72h avec 5,6 ou 20 mM de glucose associé ou non avec du palmitate a 0,5 mM

(Figure 45).

Apres une incubation de 5,6 mM de glucose pendant 72h, la sécrétion d’insuline apres stimulation
au glucose est augmentée pour une concentration de 20 mM comparée a une stimulation a 2,8
mM (Figure 45A). En présence de palmitate, la sécrétion d’insuline est altérée aprés une
incubation a 5,6 mM quelle que soit la stimulation. Pour une incubation de 72h a 20 mM glucose
(Figure 45B), la sécrétion d’insuline est également augmentée pour une stimulation a 20 mM
glucose. Toutefois, la présence de palmitate n’induit pas d’altération de la sécrétion d’insuline

aprés stimulation pour les flots pancréatiques.

Ainsi, a lI'inverse de notre lignée cellulaire Min6, la sécrétion d’insuline semble particulierement
étre affectée par le palmitate a des concentrations physiologiques en glucose, alors que le

palmitate n’a aucun effet sur la sécrétion en présence de concentration plus importante en

glucose.
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Figure 45 : Sécrétion d'insuline stimulée par le glucose aprés un traitement palmitate et glucose de 72h des ilots
pancréatiques humains.

Test de sécrétion d’insuline stimulée par le glucose (2,8 vs 20 mM glucose) aprés incubation des ilots pancréatiques
humains pendant 72h avec 5,6 mM (A) ou 20 mM de glucose (B) (n=7). flots pancréatiques issus du donneur H1099.
Les données sont analysées par 2way ANOVA. ** p<0.01 ; *** p<0.005 ; **** p<0.001.
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B. Effets du palmitate sur I’expression des enzymes impliquées dans
la méthylation m®A des ARN

L’expression des enzymes impliquées dans la méthylation m®A a ensuite été quantifiée dans les
flots pancréatiques pour les mémes conditions expérimentales, afin d’étudier in vivo les effets du

palmitate associé au glucose dans la régulation de la méthylation m®A des ARN (Figure 46).

De la méme maniére a ce qui a été observé précédemment dans les cellules Min6, une incubation
avec 20 mM pendant 72h induit une augmentation d’expression d’ALKBH5 comparée a une
incubation avec 5,6 mM de glucose (Figure 46A). Avec le palmitate, I'expression d’ALKBH5 est
diminuée dans les flots humains, tout comme dans les cellules Min6 pour une incubation de 72h
avec 20 mM de glucose. En revanche pour les deux autres enzymes, aucun effet n’est observé

guelles que soient les conditions (Figure 46B et C).

Les effets observés a long terme sur la méthylation m®A en présence de palmitate seraient médiés
a la fois dans les cellules B et I'llot pancréatique par une diminution d’expression de la
déméthylase ALKBH5. De méme, la diminution de la méthylation m®A pourrait étre induite par
une exposition prolongée a des concentrations élevées en glucose, qui induiraient une

augmentation d’expression de la déméthylase ALKBH5.
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Figure 46 : Effets du palmitate associé au glucose sur I'expression des enzymes impliquées dans la méthylation m°A
des ARN dans les ilots pancréatiques humains.

Quantification de I'expression des ARNm de ALKBH5 (A), FTO (B) et METTL3 (C) dans les ilots pancréatiques humains
issus de patients non diabétiques par RT-qPCR apres 72h heures de traitement glucose a 5,6 ou 20 mM, avec ou sans
palmitate (0,5 mM) (n=4). Les données sont analysées par 2way ANOVA. * p<0.05.
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En conclusion, une incubation longue de 72h avec une concentration élevée en glucose induit
dans les cellules B pancréatiques une augmentation de I’expression des déméthylases ALKBH5 et
FTO. Dans les flots pancréatiques humains, nous observons uniguement une augmentation de la
déméthylase ALKBH5. L'augmentation d’expression des déméthylases dans ces conditions
pourrait conduire a une perte de la méthylation m°®A similaire a celle observée au cours du diabéte

de type 2.

En présence de palmitate, une concentration élevée en glucose pendant 72h semble plut6t
induire une augmentation de la méthylation m®A en induisant une perte d’expression des deux
déméthylases dans les cellules B pancréatiques et de ALKBH5 dans les flots pancréatiques

humains.

Les effets observés au cours du diabéte du type 2 sur la régulation de la méthylation m®A
pourraient étre principalement médiés par le glucose, avec un effet moindre du palmitate.
Toutefois, ces résultats restent a étre confirmés par une expérience d'immunoprécipitation de la
méthylation m®A et séquencage des ARN méthylés sur des échantillons d’ARN issus d’flots
pancréatiques de donneurs humains diabétiques et non diabétiques ainsi que sur nos différents
modeles utilisés aprés un traitement glucose et palmitate. Cela nous permettra d’identifier les
variations de méthylation des ARN cibles selon les traitements utilisés sur nos différents modéles

et de les comparer aux résultats obtenus pour les ilots de patients diabétiques et non diabétiques.
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IV. Roéle du palmitate associé au glucose dans la régulation de
la méthylation m®A des cellules a pancréatiques.

Ces résultats nous ont permis de mieux comprendre les interactions possibles entre
I'environnement cellulaire et la régulation de la méthylation m®A dans les cellules B et I'llot
pancréatique. Toutefois, nous ne connaissons pas les effets de I’environnement sur la régulation

de la méthylation m®A au sein des autres types cellulaires de I'flot.

Nous avons donc étudié les effets du palmitate associé au glucose dans une lignée cellulaire a
pancréatique. Les cellules a-TC sont traitées pendant 72h avec des concentrations en glucose de

5,6 ou 15 mM de glucose, associé ou non a 0,5 mM de palmitate (Figure 47).

Dans ces cellules, la présence de palmitate induit une augmentation de I'expression des genes
Chop, Atf4 et Xbp1s pour une incubation de 15mM en glucose. L'expression de Chop et Xbp1s est
également augmentée en présence de palmitate et une concentration en glucose de 5,6 mM
comparé a une condition sans palmitate (Figure 47B et C). Dans les cellules a pancréatiques, le
palmitate associé au glucose induit également un stress du réticulum endoplasmique en activant

la voie PERK et IRE-1a.
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Figure 47 : Etude de I'expression de génes impliqués dans le stress du réticulum endoplasmique dans les cellules o
pancréatiques.

Quantification de I'expression des ARNm de Atf4 (A), Chop (B) et Xbpls (C) par RT-gPCR aprés 72h heures de
traitement glucose a 5,6 ou 20 mM, avec ou sans palmitate (0,5 mM) dans les cellules a-TC (n=3). Les données sont
analysées par 2way ANOVA. *p<0.05.
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Apreés étude de I'expression des enzymes m°A dans les mémes conditions expérimentales (Figure
48), il apparait qu’une incubation de 72h avec différentes concentrations en glucose n’induit pas
de variations d’expression significatives des déméthylases et méthyltransférases impliquées dans
la régulation de la méthylation m®A. Néanmoins, la présence de palmitate augmente I'expression

de la déméthylase FTO et la méthyltransférase METTL3 en présence de 20 mM de glucose (Figure

48B et C).
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Figure 48 : Effets du palmitate associé au glucose sur I'expression des enzymes impliquées dans la méthylation m°A
des ARN dans les cellules a pancréatiques.

Quantification de I'expression des ARNm de Alkbh5 (A), Fto (B) et MettI3 (C) dans les cellules a-TC par RT-qgPCR apres
72h heures de traitement glucose a 5,6 ou 20 mM, avec ou sans palmitate (0,5 mM) (n=4). Les données sont analysées
par 2way ANOVA. * p<0.05.

Le glucose seul ne semble donc pas avoir d’effet sur la régulation de la méthylation m®A dans les
cellules a pancréatiques. C'est I'association du palmitate et d’'une concentration élevée en
glucose qui augmente I'expression des enzymes FTO et METTL3. Cependant, nous ne connaissons
pas les effets directs sur la méthylation m®A des ARN. Une expérience de dosage de la méthylation
mPA dans ces mémes conditions est donc nécessaire afin de comprendre I'implication des cellules

a pancréatiques dans la régulation de la méthylation m®A au sein de I'ilot.
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V. Role des enzymes mPA dans la régulation de l'identité et de la
fonction des cellules B et I'llot pancréatique.

A. Effets des siRNA dirigés contre les meéthyltransférases et
déméthylases sur les cellules B pancréatiques

Afin de mieux comprendre le réle des méthyltransférases et déméthylases dans la cellule B
pancréatique, nous avons transfecté les cellules Min6 avec différents siRNA dirigés contre les

enzymes m°A.

Dans un premier temps, nous avons déterminé |'efficacité des différents siRNA utilisés ainsi que
leur effet respectif sur les autres enzymes impliquées dans la méthylation mPA (Figure 49). Aprés
48h, les différents siRNA utilisés induisent une perte d’expression des ARN cibles supérieure a
50%. De maniere intéressante, |'utilisation du siRNA dirigé contre Mett/3 induit également une
perte de 50% de I'expression de Fto, probablement due a un phénomene compensatoire (Figure

49C).
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Figure 49 : Effets des différents siRNA sur I'expression des enzymes m°A dans les cellules Min6.

Les cellules sont transfectées avec des siRNA dirigés contre Alkbh5 (A), Fto (B) ou Metti3 (C). L’expression des
différentes enzymes est étudiée 48h apres transfection par RT-gPCR. Les données sont analysées par mulitiple t test.
**p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001.

Nous avons ensuite étudié I'expression de différents genes impliqués dans la régulation
transcriptionnelle (tel que Pdx1, Pax4, MafA ou Pcaf/Kat2b) et le processus de sécrétion de
I'insuline (comme Gck, Glut3, Kir6.2, Ins1 et Ins2) des cellules B pancréatiques suite a I'inhibition

de I'expression des enzymes m°®A par I'utilisation de siRNA (Figure 50).
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Figure 50 : Effets des siRNA dirigés contre Alkbh5, Fto ou Mettl3 sur I'expression des génes impliqués dans la
régulation transcriptionnelle et la sécrétion d’insuline des cellules 8 pancréatiques.

Les cellules sont transfectées avec des siRNA dirigés contre Alkbh5 (A et B), Fto (C et D) ou MettI3 (E et F). L’expression
des différents génes est étudiés 48h apres transfection par RT-qPCR. Les données sont analysées par mulitiple t test.
*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001.
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Le siRNA dirigé contre Alkbh5 induit une légére diminution d’expression du facteur de
transcription MAFA (Figure 50A), impliqué dans la régulation de I'identité des cellules B, associé
a une augmentation d’expression de 30 % de la glucokinase (Gck) et Kir6.2 (Figure 50B), un canaux
potassique sensible a 'ATP impliqué dans la sécrétion de l'insuline lors de la dépolarisation

membranaire.

La diminution d’expression de Fto induite par I'utilisation de siRNA provoque une augmentation
significative de I'expression de Pax4, un autre facteur de transcription impliqué dans l'identité
des cellules B (Figure 50C) et Kat2b (aussi appelé Pcaf). Ce siRNA induit également une
augmentation d’expression de Gck et de Glut2, transporteur du glucose dans les cellules B

pancréatiques, associée a une perte d’expression de /ns1 (Figure 50D).

Enfin, la perte d’expression de Mett/3 induit une perte d’expression de deux génes impliqués dans
le maintien de I'identité des cellules B, Foxol et MafA (Figure 50E) associée a une diminution de

Glut2 (Figure 50F).

L'inhibition des déméthylases augmente I'expression des genes impliqués dans la régulation de
I'identité et de la fonction des cellules B pancréatiques alors que linhibition de la
méthyltransférase réduit leur expression. Ces résultats semblent montrer que les déméthylases
régulent négativement I'expression de ces génes alors que la méthyltransférase METTL3 les

régule positivement.

La sécrétion d’insuline a également été évaluée apres I'utilisation des différents siRNA afin de
déterminer les effets directs de I'inhibition des enzymes m®A sur la fonction sécrétrice des cellules

B pancréatiques (Figure 51).

Quel que soit le siRNA utilisé, les cellules Min6 répondent a une stimulation au glucose de 20 mM
avec une sécrétion d’insuline beaucoup plus importante qu’avec une stimulation a 2,8 mM de
glucose. Seul le siRNA dirigé contre la déméthylase FTO induit une augmentation de la sécrétion
de l'insuline dans les cellules Min6, confirmant les résultats précédemment obtenus, avec une

régulation négative de la fonction des cellules B par les déméthylases.
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Figure 51 : Effets des différents siRNA utilisés sur la sécrétion d'insuline des cellules 8 pancréatiques.
Quantification de l'insuline sécrétée par les cellules Min6 apreés stimulation au glucose a 2,8 et 20 mM, 48h apreés
traitements avec les différents siRNA (n=16). Les données sont analysées par 2way ANOVA. **p<0.01, ****p<0.001.

B. Effet de I'inhibiteur pharmacologique de la déméthylase FTO

Nous nous sommes ensuite intéressés plus particulierement au role de la déméthylase FTO dans
la sécrétion d’insuline. Les effets sur la sécrétion d’insuline étant faibles apres traitement avec un
siRNA, nous avons utilisé un inhibiteur pharmacologique de FTO, le bisantrene (Su et al., 2020),

afin d’étudier I'importance de la déméthylase FTO dans la régulation de la sécrétion de I'insuline

(Figure 52).
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Figure 52 : Effets du bisanréne sur la sécrétion d’insuline des cellules 8 et des ilots pancréatiques de souris.

(A) Les cellules Min6 sont traitées avec 100 nM de bisantréne pendant 8h, la sécrétion d’insuline est ensuite quantifiée
par ELISA apres stimulation au glucose d’une heure a 2,8 ou 20 mM de glucose (n=4). (B) Traitements des ilots
pancréatiques de souris avec 100 nM de bisantréne pendant 2h, puis quantification de la sécrétion d’insuline par ELISA
aprés stimulation au glucose d’une heure a 2,8 ou 20 mM de glucose (n=4). Les données sont analysées par 2way
ANOVA. * p<0.05 ; ** p<0,01.s
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Dans notre lignée cellulaire Min6, une incubation avec 100 nM bisantrene pendant 8h induit une
augmentation significative de la sécrétion d’insuline apres stimulation au glucose de 20 mM,

comparée a une condition similaire sans bisantrene.

De méme, un traitement similaire sur des flots pancréatiques de souris induit également une

augmentation de la sécrétion d’insuline aprés une stimulation a 20 mM de glucose.

Les résultats obtenus confirment I'augmentation de la sécrétion d’insuline apres inhibition
pharmacologique de la déméthylase FTO par le bisantréne. A la condition que cet inhibiteur soit
spécifique, la déméthylase FTO pourrait donc étre impliquée dans I'inhibition de la sécrétion
d’insuline, en plus de réduire I'expression des genes impliqués dans l'identité et la fonction des

cellules B pancréatiques.
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VI. Données supplémentaires

A. Utilisation d’'un modele de souris invalidées pour la déméthylase
FTO

Sur la base des résultats obtenus concernant la déméthylase FTO, nous avons voulu poursuivre
notre étude a I'aide d’'un modele in vivo permettant d’étudier la fonction de FTO, en développant
une lignée de souris invalidées pour le gene de la déméthylase dans la cellule B pancréatique.
Pour cela, nous avons croisé des souris dont I’exon 3 du géne Fto est flanqué de séquences LoxP
avec des souris exprimant la Cre recombinase sous contréle du promoteur de I'insuline murine
(MIP : mouse insulin promoter) afin d’invalider ce gene spécifiqguement dans les cellules B
pancréatiques (Figure 53). Ce promoteur est inductible, car combiné au récepteur des
ocestrogénes (ER). Avant induction, la Cre recombinase est localisée dans le cytoplasme et se
transloque dans le noyau pour effectuer la recombinaison génique apres injection de tamoxiféne,

un ligand du récepteur aux cestrogénes.
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Figure 53 : Construction du modeéle de souris Fto-Flox avant et apreés invalidation par la Cre recombinase.

L’exon 3 du geéne Fto est flanqué de part et d’autre par des séquences LoxP, a proximité d’une cassette de sélection
par néomycine. Aprés croisement avec des souris Flp, la cassette néomycine est retirée. Les souris invalidées sont
obtenues par croisement des souris Fto Flox avec des souris MipCreERT et injection de tamoxiféne (Gao et al., 2010).

Les ilots de souris injectées avec du tamoxiféene ont été isolés afin de tester I'efficacité de
I’extinction de I'expression du géne Fto dans les cellules B pancréatiques. Pour cela, différents
génotypes ont été utilisés : les souris sauvages ne possédant pas de gene Fto floxé et de Cre

recombinase (génotype +/+ // +/+), les souris exprimant uniqguement la Cre sous le contrdle du
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promoteur Mip inductible (génotype MipCreERT/+ // +/+), les souris possédant uniquement le
gene Fto floxé pour I'exon 3 (génotype +/+ // L2/12) et les souris possédant I’exon 3 floxé pour le
géne Fto et exprimant la Cre recombinase sous le contréle du promoteur Mip inductible
(génotype MipCreERT/+ // L2/L2). Parmi ces souris, seules celles ayant pour génotype
MipCreERT/+ // L2/L2 doivent montrer une perte d’expression de la déméthylase FTO suite a la
perte de I'exon 3 induit par la recombinaison de la Cre recombinase aprés traitement au

tamoxiféne.

Les premiéres expériences ont été réalisées sur des femelles, un mois apres l'injection de
tamoxifene. Les résultats obtenus sur 2 lots différents de souris femelles injectées au tamoxifene
(Figure 54) montrent pour le lot 1 (Figure 54A) une diminution significative de |’expression de Fto
sur les souris floxée (+/+ // L2/L2) et les souris floxées exprimant la Cre recombinase
(MipCreERT/+ // L2/L2) lorsqu’on les compare aux souris exprimant uniquement la Cre
recombinase (MipCreERT/+ // +/+). Cette diminution est identique entre les 2 génotypes de
souris. Pour le lot 2 (Figure 54B), les valeurs obtenues pour chaque souris sont trés différentes les
unes des autres et ne permettent pas d’obtenir des résultats significatifs. Toutefois les souris
L2/L2 et MipCreERT L2/L2 montrent toujours des valeurs trés proches. Il semble donc que les
souris possédant uniquement le géne Fto avec I'exon 3 floxé soit également invalidées, de la

méme maniére que les souris exprimant la Cre recombinase et I'exon 3 floxé du gene Fto.

Avant sacrifice pour étudier 'efficacité de I'invalidation génique, ces souris ont été soumises a un
test métabolique par injection intrapéritonéale de glucose (IPGTT) afin d’étudier I'effet de
I'invalidation de Fto sur la régulation de la glycémie par les cellules B pancréatiques. Les souris
ont ainsi été injectée avec 2g/kg de glucose afin de suivre I'évolution de la glycémie au cours du
temps (Figure 54C). Lorsque |'on étudie la glycémie des différents génotypes de souris aprés une
mise a jeun de 16h (Figure 54D), on observe une diminution de la glycémie a jeun pour les souris
invalidées MipCreERT/+ // L2/L2 mais également pour les souris +/+ // L2/L2. Le suivi de la
glycémie et la quantification de l'aire sous la courbe (Figure 54C et E) ne montrent pas de
différences significatives entre les différents génotypes. Toutefois les souris +/+ // L2/L2 ont une
glycémie au cours du temps similaires aux souris MipCreERT/+ // L2/L2 invalidées pour le géne

Fto.

D’aprés nos résultats les souris femelles possédant uniquement le gene Fto floxé et qui
n’expriment pas la Cre recombinase ont un phénotype similaire aux souris femelles invalidées

pour le géne Fto.
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Figure 54 : Test métabolique et étude de I'expression de Fto dans les ilots de souris invalidées femelles.

(A et B) Etude d’expression de Fto par qPCR dans les ilots de souris contréles et invalidées pour le lot 1 et 2. (C) Suivi
de la glycémie apres injection intrapéritonéale de 2g/kg de glucose dans les souris contréles et souris invalidées pour
Fto. (D) Glycémie a jeun avant injection de glucose (E) Valeur des aires sous la courbe du suivi de la glycémie. Les
données sont analysées par one-way ANOVA. *** p<0,005 ; **** p<0,001.
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Des souris males avec les mémes génotypes ont également été étudiées afin de s’affranchir des

effets liés aux hormones sexuelles (Figure 55).

Malgré des résultats non significatifs a cause d’une variabilité trop importante dans les
échantillons, les qPCR effectuées sur les ARN d’llots isolés montrent, comme les résultats
précédents, une diminution d’expression de Fto similaire entre les souris MipCreERT/+ // L2/L2,
invalidées pour Fto et les souris +/+ // L2/L2, qui ne sont normalement pas invalidées, due a
I’absence de la Cre recombinase (Figure 55A). Lors du suivi de la glycémie en IPGTT (Figure 55B),
les souris males ne montrent pas non plus de différences significatives entre les différents
génotypes. Méme si les différences de glycémie a jeun ne sont pas non plus significatives (Figure
55C), les résultats observés entre les souris MipCreERT/+ // L2/L2 et les souris +/+ // L2/12
montrent une tendance a la diminution avec des valeurs proches. De la méme maniére, les valeurs
des aires sous la courbe n’ont pas de différences significatives (Figure 55D), mais les génotypes

de souris MipCreERT/+ // L2/L2 et +/+ // L2/L2 ont également des valeurs tres similaires.

En conclusion, quel que soit le sexe des souris, ce modeéle ne semble pas valide pour étre utilisé
dans des expériences in vivo puisque les souris portant uniqguement le géne Fto floxé semblent
également étre invalidées, tout comme les souris MipCreERT Fto-Flox. La présence des séquences
LoxP sur le locus Fto semble donc entrainer une invalidation du géne, indépendamment de la

recombinaison par I'enzyme Cre Recombnase.

Dans I'état, les souris MipCreERT Fto-Flox ne sont donc peut-étre pas invalidées de maniére tissu
spécifique et inductible, mais correspondraient plutot a une invalidation globale du gene Fto, dans

tous les tissus.
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Figure 55 : Test métabolique et étude de I'expression de Fto dans les ilots de souris invalidées mdles.

(A) Etude d’expression de Fto par qPCR dans les ilots de souris contréles et invalidées. (B) Suivi de la glycémie apres
injection intrapéritonéale de 2g/kg de glucose dans les souris contréles et souris invalidées pour Fto. (C) Glycémie a
jeun avant injection de glucose (D) Valeur des aires sous la courbe du suivi de la glycémie. Les données sont analysées
par one-way ANOVA.
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B. Mise en place d’un protocole d’'immunoprécipitation de la
méthylation m®A pour séquencage ARN

Afin d’étudier les ARNm cibles de la méthylation m®A au sein de la cellule B pancréatique et
détecter d’éventuels variations de méthylation entre les différents traitements, nous avons mis
en place, au cours de ce travail de thése, un protocole d'immunoprécipitation de la méthylation

m°eA.

La méthylation m®A est immunoprécipitée a partir d’ARN fragmentés puis les ARN méthylés sont
élués pour étre soumis a un séquencage ARN (Figure 56). Avant cette étape, nous avons vérifié
I'efficacité de I'immunoprécipitation en réalisant des qPCR sur des ARNm cibles, connus comme

étant les cibles de la méthylation meA.

MeRIP-Seq Am'b%i’;g:umed (\ 1 Subject to
meA )}v 2N RNA-Seq
ANAA AN A M Y —> Naay —> \/{c — P
ANAN PV Y N
Fragment RNA Bind antibody to Elute RNA
target RNA

Figure 56 : Etapes de 'immunoprécipitation de la méthylation m°A pour séquencage des ARN méthylés.

Les ARN méthylés ou non méthylés sont fragmentés puis immunoprécipités a I‘aide d’anticorps anti-m°A couplés d
des billes magnétiques. Les ARN élués sont ensuite séquencés afin d’identifier les cibles de la méthylation m°A et les
variations de méthylation selon les conditions expérimentales (Adapté de Meyer et al., 2012).

Parmi les ARNm identifiés dans la littérature comme étant méthylés au sein de la cellule B
pancréatique, on retrouve ’ARNm de l'insuline et du facteur de transcription MafA (Lei et al.,
2021; Wang et al., 2020). Nous avons donc utilisé ces ARNm afin de tester |'efficacité de notre

protocole.

Dans un premier temps, nous avons testé notre protocole d'immunoprécipitation sur ’ARNm de
I'insuline en utilisant des ARNm exogénes comme controles, avec un ARNm non méthylé (Ctrl -)

et un ARNm contenant des résidus d’adénosines méthylés en positon N6 (Ctrl +) (Figure 57A).

Apres amplification par PCR, nous observons une différence significative entre le contréle positif
et négatif montrant que le protocole d’immunoprécipitation de la méthylation m®A fonctionne.
Pour I'amplification de I’ARNm des genes Ins1 et Ins2, 4 paires d’oligonucléotides ont été utilisées
ciblant chacune une région différente de I’ARN. Les résultats obtenus ne sont pas significatifs mais

les données proviennent de deux échantillons seulement.
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Toutefois, nous pouvons observer des valeurs supérieures a celle du controle négatif pour
certaines paires d’oligonucléotides amplifiant /ns1 et Ins2, atteignant jusqu’a 5 % d’ARN

récupérés par rapport a I’échantillon de départ.

Nous avons également étudié la méthylation de ’ARNm de MafA aprés immunoprécipitation de
la méthylation m®A (Figure 57B). ARNm de la Gapdh, identifié comme étant non méthylé dans
la cellule B pancréatique, est utilisé comme contréle négatif (Wang et al., 2020). Ces données
préliminaires correspondent a I'étude d’un seul échantillon, a I'aide de 4 paires d’oligonucléotides
qui amplifient des régions différentes de 'ARNm de MafA. On observe toutefois que le
pourcentage d’ARN récupérés par rapport a I’échantillon de départ est plus important que pour
Ins1 et Ins2, avec des valeurs pouvant atteindre 60%, et dépasse largement le résultat obtenu

pour I’ARNm de Gapdh.

Le protocole mis en place semble donc étre validé mais des expériences supplémentaires avec un
plus grand nombre d’échantillons sont nécessaires afin de confirmer ces résultats. lls permettront
par la suite d’effectuer un séquencage des ARN immunoprécipités et d’identifier les cibles et les

éventuelles variations de la méthylation m®A selon les conditions expérimentales.
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Figure 57 : Immunoprécipitation de la méthylation m°A et qPCR des ARNm de Ins1, Ins2 et MafA des cellules Min6.
Les ARN méthylés ou non méthylés sont fragmentés puis immunoprécipités a l‘aide d’anticorps anti-m°A couplés a
des billes magnétiques. Apreés élution les ARN de Ins1, Ins2 (A) (n=2) et MafA (B) (n=1) sont rétrotranscripts et amplifiés
par PCR pour étudier leur méthylation. Les données sont analysées par one-way ANOVA. ** p<0,005.
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Discussion et Perspectives

En parallele d’un autre laboratoire (De Jesus et al., 2019), notre équipe a pu mettre en évidence
une diminution de la méthylation m®A dans les flots pancréatiques issus de patients diabétiques.
Nous avons également démontré qu’un régime diabétogene chez la souris induisait un stress
métabolique associé a une perte de la méthylation m®A dans les flots pancréatiques. Ces données
suggérent donc que le statut diabétique pourrait contribuer a I'altération de la méthylation m°A
dans les flots pancréatiques et, possiblement, dans les cellules B, éléments clés de la régulation

glycémique par la sécrétion d’insuline.

Au cours du diabete de type 2, I'environnement glucolipotoxique joue un réle majeur dans le
dysfonctionnement et la perte de masse des cellules B pancréatiques. Nous avons émis
I’hypothése que la méthylation m®A pourrait intervenir dans la régulation de I'expression des
génes clés de I'identité et de la fonction des cellules B pancréatiques lors de différents stress. Pour
cela, nous avons utilisé différents modeles in vitro, ex vivo et in vivo afin de comprendre
I'implication de la méthylation m®A au cours d’un stress et, plus particulierement, en cas

d’augmentation de la concentration en glucose ou en acide gras libres.

Nos résultats ont permis de mettre en évidence une diminution de la méthylation m®A des ARN,
en présence de concentration importante en glucose, dans une lignée de cellules B pancréatiques
et I'llot pancréatique pendant un traitement court de 1 a 3h. Cette diminution de la méthylation
mPA pourrait étre due a 'augmentation d’expression des déméthylases et a un changement de
leur localisation, comme observé précédemment pour la protéine ALKBH5, dont I'expression est
augmentée dans le noyau. Un traitement plus long de 72h a des concentrations élevées en

glucose induit également une augmentation de I'expression des déméthylases.

De maniére intéressante, la perte de méthylation mPA est également observée les flots
pancréatiques de patients diabétiques. De plus, des données de la littérature montre également,
dans des échantillons de sang humains issus de patients diabétiques, une augmentation
d’expression de la déméthylase FTO corrélée a I'augmentation de la glycémie et associée a une

diminution de la méthylation m®A (Shen et al., 2015; Yang et al., 2019b).

La présence de palmitate associé a des concentrations en glucose élevées conduit a un effet
inverse avec une augmentation de la méthylation m®A et une diminution de I’expression des

déméthylases dans les cellules B pancréatiques et l'ilots.
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Ces données suggerent que la diminution de la méthylation m®A dans les ilots pancréatiques
humains au cours du diabete de type 2 pourrait étre principalement médiée par le glucose, avec

un effet moindre du palmitate sur la régulation de la méthylation m°A.

De par la mise en place de la technique de m®A-seq, il serait intéressant d’identifier les cibles de
la méthylation mPA dans la cellule B suite a une augmentation de la concentration en glucose et
palmitate. Ces résultats permettraient également de déterminer si ces conditions entrainent des
changements de méthylation d’ARN identiques ou différents et d’identifier ainsi les voies
métaboliques directement impactées par ces variations. Ces données, comparées aux données
obtenues d’flots pancréatiques issus de patients diabétiques et non diabétiques, permettraient
de mieux comprendre I'implication de la glucotoxicité et lipotoxicité dans le développement du

diabete de type 2.

Il est également important de déterminer le réle des autres types cellulaires de I'llot dans les
variations de la méthylation m®A observées au cours du diabéte de type 2. Pour cela, nous avons
notamment étudié les effets du palmitate et du glucose sur une lignée de cellules a
pancréatiques. Nos données préliminaires montrent une augmentation de I'expression de la
démeéthylase FTO, mais également de la méthyltransférase METTL3. Ces variations d’expression
suggérent que la méthylation m®A dans les cellules a est également impactée par un
environnement glucolipotoxique. Néanmoins, ces données sont tres préliminaires et des
expériences complémentaires, comme le dosage de la méthylation m®A, sont nécessaires afin
d’approfondir le réle de la méthylation m®A dans les cellules a et I'llot pancréatique au cours du

diabéte de type 2.

Bien que la fonction des déméthylases ALKBH5 et FTO soit encore peu connue dans la cellule B
pancréatique, de récentes études ont pu montrer que les méthyltransférases METTL3 et METTL14
pouvaient avoir un rdle clés dans la cellule B et I'llot pancréatique (De Jesus et al., 2019; J. Liu et
al., 2019; Men et al., 2019; Y. Wang et al., 2020). Afin de mieux comprendre le role de ces
enzymes, nous avons étudié les effets de I'inhibition de leurs expressions dans la lignée de cellules
B pancréatiques Min6, par l'utilisation de siRNA. L'utilisation de siRNAs dirigés contre la
méthyltransférase METTL3 induit une diminution de I'expression de Foxol et MafA, deux facteurs
de transcription impliqués dans le maintien de I'identité de la cellule B, associée a I'augmentation
de l'expression de Glut2, impliqué dans la sécrétion d’insuline en réponse au glucose. La
méthyltransférase METTL3, par la méthylation m®A de I’ARN, semble réguler positivement

I’expression des genes clés de la cellule B pancréatique.
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Des études récentes suggérent également que les méthyltransférases régulent la voie
Insuline/IGF1-AKT-PDX1 (IGF1 : Insulin-like growth factor 1, AKT : Protein kinase B). En effet,
I’extinction des méthyltransférases induit une hypométhylation de la majorité des ARNm codant
les protéines impliquées dans cette voie, et conduit a une altération de la prolifération des cellules
B et une diminution de la sécrétion d’insuline, comme lors du diabete de type 2 (De Jesus et al.,

2019).

Nous avons également pu mettre en évidence que I'utilisation de siRNA contre les déméthylases
induisait une augmentation de I'expression des geénes impliqués dans la fonction des cellules B
pancréatique, notamment les génes Gck, Glut2 et Kir6.2 associée a une augmentation de
I’expression des genes comme Pax4, un facteur de transcription impliqué dans la régulation
transcriptionnelle et I'identité des cellules B pancréatiques. Les déméthylases pourraient jouer un
role clés dans I'inhibition de I'expression de genes de I'identité cellulaire et dans la fonction des
cellules B pancréatiques. Il serait intéressant d’effectuer un séquencage des ARN apres
transfection des siRNA (ou utilisation de la technologie Crispr-Cas9) afin d’identifier I'ensemble
des cibles de chacune des déméthylases et comprendre le role de ces enzymes dans la régulation

de I'expression génique au sein des cellules B pancréatiques.

De plus, nos résultats montrent que l'invalidation de Fto par siRNA induit également une faible
augmentation de la sécrétion d’insuline. Afin d’étudier plus particulierement le réle de la
déméthylase FTO dans la sécrétion d’insuline, nous avons utilisé un inhibiteur pharmacologique,
le bisantrene, qui empéche I'interaction de FTO avec I’ARN. Nos résultats montrent, a la fois dans
les cellules B et I'llot pancréatique, une augmentation importante de la sécrétion d’insuline apres
stimulation au glucose. Ces données suggerent que la déméthylase FTO pourrait également étre
impliquée dans la régulation négative de la sécrétion d’insuline. L'expression de Fto étant
augmentée au cours du diabéte de type 2 et corrélée a une augmentation de la glycémie, son
inhibition pourrait donc contribuer a réguler ’'homéostasie du glucose (Shen et al., 2015; Yang et

al., 2019b).

Le gene Fto est un géne de prédisposition a I'obésité et au diabéete de type 2 (Dina et al., 2007).
Chez la souris, l'invalidation de la déméthylase dans le tissu adipeux blanc induit une
augmentation de catabolisme des lipides associée a une diminution de la masse grasse et une
augmentation du métabolisme glucidique (Church et al., 2009). Une surexpression provoque, a

I'inverse, une augmentation de la prise alimentaire et de la masse grasse (Church et al., 2010).
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Chez ’'Homme, un variant présent dans la premiere région intronique de FTO conduit également
a une augmentation de la prise alimentaire, causée par une augmentation de I'expression de la
démeéthylase. En effet, la diminution de la méthylation de ’ARNm de la ghréline, une hormone
orexigéne, provoque une augmentation de son expression causée par la déméthylase FTO (Karra

et al., 2013).

Chez la souris, I'expression de la déméthylase FTO dans le foie est positivement corrélée a
I'expression de genes impliqués dans la gluconeogenese (Poritsanos et al., 2010). En effet,
I'invalidation de Fto entraine une diminution d’expression des génes impliqués dans le
métabolisme du glucose (Peng et al.,, 2019), dont ceux intervenant dans la voie de la
néoglucogenese, comme la G6PC. FTO module également I’expression du facteur de transcription
FOXO1 dans les hépatocytes par déméthylation de I’ARNm, FOXO1 étant notamment impliqué

dans la régulation transcriptionnelle des voies métaboliques hépatiques (Zhang et al., 2006).

D’aprés nos résultats et les données de la littérature, la déméthylase FTO semble donc jouer un
réle important dans la régulation du métabolisme. Il était donc intéressant de développer un
modeéle murin invalidé pour Fto spécifiguement dans les cellules B afin d’étudier in vivo le role de
cette enzyme dans la cellule B pancréatique et ’homéostasie énergétique. Cependant, les
premiers résultats obtenus semblent montrer que le modéele utilisé n’est pas valide puisque les
souris possédant le géne Fto floxé sur I’'exon 3, exprimant ou non la Cre recombinase, ont un
phénotype trés similaire aux souris possédant a la fois le gene floxé et la Cre recombinase, avec
une expression de la déméthylase identique entre ces deux génotypes. A ce stade, bien que nous
n’ayons pas d’explication quant a la délétion du locus Fto en absence d’expression de la Cre
recombinase, nous pouvons supposer que la construction permettant d’intégrer les sites loxP
rendent les alleles de Fto hypomorphes, ce qui pourrait expliquer la diminution d’expression de

Fto en absence de Cre recombinase.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ma these semble montrer que I'environnement des
cellules B pancréatiques peut influencer la méthylation m®A et I'expression génique. Un
environnement gluco- et/ou lipotoxique, retrouvé au cours du diabéte de type 2, induit des
variations d’expression des méthyltransférase et déméthylases, altérant la méthylation m°®A des
ARN. La méthylation m®A joue donc un réle crucial dans la régulation de la physiologie des cellules
B pancréatiques, et une altération des enzymes régulatrices (méthyltransférases et/ou
déméthylases) peut avoir un effet physiopathologique et conduire au développement de

maladies métaboliques comme le diabéte de type 2.

115



Toutefois, d’autres questions restent en suspens, notamment l'identification de I'intermédiaire
entre les variations de concentrations en glucose et la modification d’expression de déméthylases
et/ou méthyltransférases. Ces variations d’expression pourraient étre médiées par le facteur de
transcription CHREBP (Carbohydrate response element binding protein), décrit comme un
senseur du glucose (pour revue, voir Ortega-Prieto & Postic, 2019). En effet, son expression et sa
translocation dans le noyau sont augmentées en présence d’une concentration élevée de glucose
et au cours du diabéte de type 2 (Poungvarin et al., 2012). En conditions glucotoxiques, CHREBP
induit, dans un modele de lignée de cellule B pancréatique, une diminution de I'expression de
I'insuline couplée a une perte de sécrétion, également observée lors de l'invalidation des
méthyltransférases dans les cellules f chez la souris (De Jesus et al., 2019; Liu et al., 2019; Wang
et al., 2020). Des données préliminaires, obtenues dans notre laboratoire, semblent montrer une
diminution de la méthylation m®A dans les flots pancréatiques de souris invalidées de maniére
globale pour Chrebp. CHREBP pourrait donc étre impliquée dans la régulation de la méthylation
mPA, néanmoins ces résultats reposent sur un nombre faible de souris et nécessitent des

expérimentations supplémentaires.

La méthylation m®A étant sensible aux conditions gluco- et lipotoxiques a travers des
modifications de I'expression des méthyltransférases et déméthylases, il est également possible
que l'expression des enzymes mPA soit altérée par les différents stress induits par un

environnement glucolipotoxique.

Un traitement avec les cytokines pro-inflammatoires IL-1f et IFN-a induit une augmentation de
la méthylation mPA dans des flots pancréatiques humains associée a 'augmentation d’expression
de la méthyltransférase METTL3 (De Jesus et al., 2021). De plus, les données obtenues de m°A-
seq sur des Tlots pancréatiques humains traités montrent que les ARN méthylés sont notamment
impliqués dans la réponse immunitaire innée mais également dans la voie de signalisation de
I'apoptose. L’altération de I’expression des enzymes m®A pourrait étre médiée par
I'inflammation, qui peut également étre régulée par la méthylation m®A. La méthylation m°®A peut
également intervenir dans le stress du réticulum endoplasmique. L'invalidation de la
méthyltransferase METTL14 dans les flots pancréatiques de souris induit une augmentation
d’expression a la fois des ARN et des protéines de Ire-1a et Xbpl, impliquées dans la voie

transcriptionnelle du stress du réticulum endoplasmique (Men et al., 2019).

Enfin, nous pouvons spéculer que les protéines « readers » qui reconnaissent et se fixent a la

méthylation m®A de ’ARN pourraient également jouer un réle dans la physiologie des cellules B
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ou avoir un effet physiopathologique lors du développement du diabéte de type 2. En effet,
I'invalidation dans les cellules B du gene codant pour la protéine reader IGF2BP2 conduit, par
exemple, a une diminution de la sécrétion d’insuline chez la souris et une prolifération réduite

des cellules B lors de la phase de compensation induite par un régime riche en graisse (HFD).

IGF2BP2 régule la sécrétion et la prolifération des cellules B en se fixant sur ’ARNm méthylé de
Pdx1, ce qui améliore sa traduction (Regué et al., 2021). Ces données montrent que les protéines
« readers » peuvent également impacter la physiologie et physiopathologie des cellules B

pancréatiques.
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Conclusion générale

Nos résultats ont permis de montrer une diminution de la méthylation m6A dans des filots
pancréatiques murins et humains diabétiques. Un environnement glucolipotoxique, comme lors
du diabete de type 2, semble donc conduire a des variations de la méthylation m6A qui pourraient
altérer de I'expression de génes clés de la cellule béta pancréatique et sa fonction principale

gu’est la sécrétion d’insuline.

Nous avons donc étudié, dans un premier temps, les effets d’une concentration importante en
glucose et palmitate dans un modele cellulaire de cellules béta pancréatiques et dans des flots
pancréatiques humains. Nous avons pu montrer qu’un traitement court avec des concentrations
élevées en glucose entraine une diminution de la méthylation m6A des ARN dans la lignée de
cellules béta pancréatiques (Figure 58) et les flots humains. Cette altération de la méthylation
mM6A est potentiellement causée par 'augmentation de I'expression des déméthylases ALKBH5 et
FTO. A Iinverse, nos données montrent qu’un traitement long avec du palmitate associé au
glucose active le stress du réticulum endoplasmique et entraine une augmentation de la
méthylation m6A dans notre modéle. La diminution d’expression des déméthylases FTO et
ALKBH5, observée dans les cellules Min6 et les flots pancréatiques humains, pourrait étre a

I'origine de cette augmentation de la méthylation.

Les effets observés sur la méthylation m6A des ARN dans les flots pancréatiques au cours du
diabéte du type 2 pourraient donc étre principalement médiés par le glucose, avec un effet
moindre du palmitate. Ainsi, ces résultats mettent en lumiére les possibles interactions entre la
méthylation m6A des ARN dans les cellules béta pancréatiques et I’environnement, au cours de

variations de la glycémie.

Dans un second temps, l'utilisation de siRNA et d’inhibiteurs pharmacologiques a permis de
déterminer le role des déméthylases et méthyltransférase au sein de la cellule béta pancréatique
(Figure 59). Nos résultats semblent montrer ,dans les cellules Min6, un effet positif de la
méthyltransférase METTL3 sur I'expression des génes clés de la cellule béta pancréatiques. Les
démeéthylases, au contraire, modulent négativement I'expression de ces genes, notamment la
déméthylase FTO, qui affecte également la sécrétion d’insuline. L'utilisation d’inhibiteur
pharmacologique de la déméthylase semble confirmer ces résultats, avec une augmentation

importante de la sécrétion d’insuline en présence de I'inhibiteur de FTO.
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Bien que des expériences complémentaires soient nécessaires, nos données suggerent que la

déméthylase FTO pourrait jouer un réle crucial dans le développement du diabéte de type 2.

Ainsi, son inhibition permettrait de contrer la perte de méthylation m6A des ARN et améliorerait

donc I'expression des genes impliqués dans le maintien de I'identité et de |
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Figure 58 : Les variations de concentrations en glucose impactent la méthylation m

localisation des enzymes dans les cellules B pancréatiques.

A ainsi que I'expression et la

Des concentrations importantes en glucose augmente I'expression des méthyltransférases et déméthylases et

affectent leur localisation. La méthyltransférase METTL3, qui est principalement nucléaire, augmente au niveau du

cytoplasme, alors que la déméthylase ALKBH5, qui est plutét cytoplamisque, augm
principal de la méthylation et déméthylation de I’ARN. Ces variations sont asso
méthylation mPA des ARN (Figures issues de Servier Medical Art).
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Figure 59 : Réles des méthyltransférases et déméthylases dans la fonction et I'identitié des cellules B pancréatiques.
L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques ou de siRNA dirigés contre les déméthylases ALKBH5 et FTO a
entrainé une augmentation de I'expression des génes impliqués dans I'identité et la fonction des cellules B
associé a une augmentation de la sécrétion d’insuline. Ainsi ces 2 enzymes semblent avoir un effet
represseur sur 'expression de ces génes et la sécrétion d’insuline. A I'inverse I'utilisation de siRNA dirigé
contre la méthyltransférase METTL3 a entrainé une diminution d’expression des génes de l'identité et de
la fonction indiquant un réle positif de I’enzyme sur I'expression de ces génes dans la cellule B.
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