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Cartographie de génes de prédisposition
au diabete non insulinodépendant
dans un modele de diabete spontané chez le rat

Le diabete sucré touche actuelle-
ment pres de 4% de la population
occidentale. Le diabéte non insulino-
dépendant (DNID) en est la forme la
plus largement répandue (85% a
90 % des diabétiques) et son inciden-
ce est en perpétuelle augmentation
[1].

Le DNID est considéré comme
I'exemple type d’'une maladie multi-
factorielle résultant de l'interaction
de facteurs génétiques et de facteurs
liés a I’environnement. Le caractere
polygénique et peut-étre multigé-
nique de la maladie ressort a présent
clairement des études familiales. Mais
si dans certains sous-groupes tres res-
treints et trés particuliers de patients
diabétiques, on a pu imputer la dété-
rioration de ’homéostasie glucidique
a l'altération de certains génes précis,
dans I'immense majorité des cas, les
genes impliqués dans les formes cou-
rantes de DNID sont inconnus a ce
jour [2, 3].

La difficulté majeure provient non
seulement du caractére multifacto-
riel, déja évoqué, de la maladie, mais
aussi de l'interférence d’autres affec-
tions, telles que 'obésité ou I’hyper-
tension artérielle. Une autre source
de difficultés réside dans la caractéri-
sation phénotypique des patients
DNID. La glycémie fait I’objet d’une
régulation tres fine qui inclut des
corrélations métaboliques et hormo-
nales nombreuses mettant probable-
ment en jeu de nombreux génes dif-
férents. Une étude génétique du
DNID doit donc comporter la possi-
bilité de définir des sous-phénotypes

précis fondés, notamment, sur I'into-
lérance au glucose et sur le déficit in-
sulinique, anomalies majeures du
diabéete. Pour des raisons éthiques et
pratiques évidentes, il est tres diffici-
le d’effectuer de telles études phéno-
typiques sur une grande population
de sujets sains et de sujets diabé-
tiques non traités.

Pour toutes ces raisons, les modéles
animaux reproduisant spontanément
les caractéristiques principales du
DNID apparaissent aujourd’hui com-
me essentiels a I’étude des anomalies
génétiques responsables de la mala-
die. L’homogénéité génétique de ces
souches, le controle strict de I’envi-
ronnement et la sélection des croise-
ments les plus informatifs permet-
tent de simplifier les recherches de
localisation chromosomique et
d’identification des génes candidats.
Deux études récentes permettent de
mieux évaluer 'apport des modeles
animaux de DNID [6, 7]. Ces deux
études portent sur la génétique du rat
de la lignée Goto-Kakizaki (rat GK)
qui reproduit spontanément les prin-
cipaux troubles métaboliques et hor-
monaux caractéristiques du DNID:
hyperglycémie basale modérée, altéra-
tion trés nette de la tolérance gluci-
dique et de la sécrétion d’insuline
induite par le glucose et enfin résis-
tance périphérique et hépatique a
I'insuline [4]. Cette lignée a été obte-
nue par Goto et Kakisaki apres croise-
ments répétés de rats issus de la
souche Wistar (souche de rats non
diabétiques) qui présentaient sponta-
nément une légere intolérance au

glucose. Ces croisements ont été
poursuivis jusqu’a la dixiéme généra-
tion en sélectionnant, a chaque
génération, les rats reproducteurs
parmi les plus intolérants au glucose.
A la dixiéme génération, I’hypergly-
cémie devenant manifeste, des croi-
sements entre freres et sceurs ont été
effectués pour obtenir une souche
génétiquement pure (inbreeding). A
partir de la 35°¢ génération, les
troubles se sont stabilisés et tous les
rats GK sont diabétiques [5].

La stratégie que nous avons utilisée
est fondée sur I'analyse de la liaison
génétique qui permet de rechercher
la cotransmission, d’'une génération
a une autre, de certains génotypes
avec le phénotype représentant la
maladie. Dans I’étude de Gauguier et
al. [6] des rats GK et des rats Brown-
Norway (BN) non diabétiques ont
été croisés pour obtenir une popula-
tion de premiére génération (F1) gé-
nétiquement homogéne (tous les
rats sont hétérozygotes). La méme
stratégie a été utilisée par Galli ¢t al.
[7], mais la souche non diabétique
était, dans ce cas, la souche Fischer.
Les rats F1 ayant tous développé un
diabete de sévérité modérée par rap-
port au rat GK, ils ont été croisés
entre eux pour produire une popula-
tion hybride F2 montrant une hété-
rogénéité a la fois génotypique et
phénotypique. Cette variabilité phé-
notypique en F2 est représentative
du caractere polygénique du trait
étudié.

Dans les deux études, une explora-
tion systématique du génome des hy-
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brides F2 a été conduite en utilisant
des marqueurs génétiques microsa-
tellites polymorphes [6, 7]. Le poly-
morphisme génétique produit par
ces marqueurs est di a la variabilité
du nombre de répétitions d’'un motif
nucléotidique de 2 a 4 paires de
bases. Dans notre propre étude [6],
nous avons mesuré, chez chacun des
individus hybrides F2, la glycémie et
Iinsulinémie a jeun et, a I’état pos-
tabsorptif, la tolérance au glucose et
la dynamique de la sécrétion d’insuli-
ne en réponse au glucose. Bien que
le rat GK ne soit pas obese, I’associa-
tion fréquente entre DNID et obésité
chez ’homme nous a conduits a me-
surer chez chaque hybride F2 le
poids du tissu adipeux rétropérito-
néal. Le rapport du poids du tissu
adipeux au poids corporel a été utili-
sé comme un index d’adiposité.

La combinaison de ces études géno-
typiques et phénotypique autorise
I’emploi de la méthode des quantita-
tive trait locus (QTL) pour le traite-
ment statistique des résultats [8-10].
Cette méthode puissante est couram-
ment utilisée dans les modeles poly-
géniques. En effet, au lieu de tenter
de classifier les hybrides en groupes
atteints et non atteints, elle utilise di-
rectement la valeur quantitative du
trait phénotypique. Elle repose sur
I'analyse, dans une population hybri-
de, des valeurs continues des va-
riables phénotypiques et des géno-
types individuels. Cette approche a
rendu possible I’étude statistique in-

dépendante des différents sous-
groupes phénotypiques mesurés chez
les hybrides F2 (BNxGK).

L’analyse de liaison des traits phéno-
typiques et des génotypes a permis
de situer sur 6 chromosomes diffé-
rents des genes de controle de la gly-
cémie et de I'insulinémie a jeun, de
la tolérance au glucose et de la ré-
ponse insulinosécrétoire au glucose.
Ces différents loci ont été appelés
Nidd/gk numérotés de 1 a 6 (Nid :
non insulin dependent diabetes) (Ta-
bleau I). De plus, nous avons mis en
évidence une liaison entre le poids
corporel (lod score > 6) et le locus
Bw/gkl du chromosome 7 (Bw pour
body weight). Les effets cumulés de ces
loci rendent compte de 27 % de la va-
riance phénotypique de la tolérance
au glucose et de 20 % de celle de la
réponse insulinosécrétoire au gluco-
se.

Nous avons identifié sur les chromo-
somes 2 et 17, deux loci liés, respecti-
vement, a linsulinémie a jeun
(Nidd/gk2) et a la glycémie a jeun
(Nidd/gk6). Des loci de controle de la
réponse insulinosécrétoire au gluco-
se ont été situés sur les chromosomes
4 (Nidd/gk3) et 8 (Nidd/gk5). Enfin,
les loci Nidd/gkl (chromosome 1) et
Nidd/gk4 (chromosome 5) sont liés a
la tolérance au glucose mais ni a la
glycémie a jeun ni a aucun des para-
metres de la sécrétion d’insuline. Le
cas du locus Nidd/gkl est illustré sur
la figure 1. Notons qu’une liaison trés
forte entre un locus situé sur le chro-

mosome 1 et la tolérance au glucose
a également été retrouvée par 1'équi-
pe suédoise [7]. Une caractéristique
importante de ce locus est I'effet trés
significatif observé seulement chez
les femelles hybrides (figure 1). Dans
cette méme région du chromosome
1, un groupe de marqueurs est lié a
l'adiposité et rend compte de 13 %
de la variance de ce trait phénoty-
pique dans notre croisement.

La cartographie de ces QTL sur des
chromosomes différents démontre le
controle génétique indépendant,
d’une part, de la glycémie et de I'in-
sulinémie en condition de jetine et,
d’autre part, de ’homéostasie gluci-
dique et de la sécrétion d’insuline
apres une surcharge en glucose. Cet-
te indépendance génétique corres-
pond bien au fait que le contrdle de
I’homéostasie glucidique et de la sé-
crétion d’insuline font appel a des
mécanismes différents, au moins en
partie, et influencés par I’état nutri-
tionnel. Enfin, ces données font res-
sortir la nécessité d’étudier de nom-
breux sous-phénotypes du DNID
chez les patients participant aux
études génétiques pour former des
sous-groupes de populations homo-
genes sur le plan phénotypique.
Nous avons pu mesurer 'effet du lo-
cus sur le trait phénotypique en cal-
culant la moyenne des valeurs phé-
notypiques par génotype au locus
pour le marqueur génétique le plus
lié au trait. A chacun des loci Nidd/gk
1, 2, 4, 6, ’homozygotie GK/GK est

Tableau |

DESCRIPTION DES LOCI LIES GENETIQUEMENT
AUX SOUS-PHENOTYPES DU DNID ETUDIES

CHEZ LES HYBRIDES F2 (BNXGK)

Locus Chromosome Marqueur QTL Valeur de P % de la variance
le plus proche attribuée au locus

Nidd/gk1 1 RCA01.20 Tolérance au glucose P <10-°® 16 %

Myil2 Adiposité P <10+ 13%
Nidd/gk2 2 P9ka Insulinémie a jeun P <104 12%
Nidd/gk3 4 R181 Sécrétion d'insuline P <104 10 %
Nidd/gk4 5 R182 Tolérance au glucose P <103 1%
Bw/gk1 7 Cp450b Poids corporel P <105 24%
Nidd/gk5 8 P-450d Sécrétion d'insuline P <103 10 %
Nidd/gk6 17 RCA02.22 Glycémie a jeun P <103 1%

Drapres [6]
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fortement liée & une détérioration de
I’homéostasie glucidique. En re-
vanche, I'’homozygotie GK/GK aux
loct Nidd/gk3 et Nidd/gk5 est associée
a une réponse insulinosécrétoire au
glucose meilleure que celle calculée
chez les hétérozygotes et les homozy-
gotes BN/BN. Cet effet peut traduire
I'expression, chez le rat BN, d’alleles
de genes de ces loci conduisant a une
diminution de la réponse insulinosé-
crétoire au glucose. On peut égale-
ment expliquer ce résultat par I'effet
de geénes des loci Nidd/gk3 et
Nidd/gk5 sélectionnés au cours des
croisements ayant conduit a la lignée
GK et qui ont permis d’empécher
une dégradation délétere de la tolé-
rance au glucose. Il faut rappeler que
les individus utilisés pour produire la
lignée GK ont été choisis sur la seule
base de I'intolérance au glucose [5].
Cette situation paradoxale a déja été
observée dans des populations hy-
brides utilisées pour I’étude géné-
tique de modeles de diabéte insulino-
dépendant chez la souris NOD (non
obese diabetic) et d’hypertension chez
le rat SHRSP (spontaneously hypertensi-
ve rat stroke prone), ou I'allele de sus-
ceptibilité conduisant a un effet phé-
notypique délétere peut étre porté
par la souche témoin [5, 11].

Nous n’avons pas retrouvé de genes
candidats dans la plupart des loci iden-
tifiés. Seul le géne du neuropeptide Y
(NPY) situé dans le locus Nidd/gk3 est
un geéne candidat du contrdle de la
sécrétion d’insuline. Le NPY est un
neuromédiateur localisé non seule-

ment dans le systéme nerveux central,
mais aussi dans les terminaisons ner-
veuses, en particulier au niveau du
pancréas endocrine, ou il joue un
role important dans le controle de la
sécrétion d’insuline [12].

Le faible nombre de génes candidats
et I’étendue des régions chromoso-
miques liées a un ou plusieurs
(Nidd/gkl) traits phénotypiques chez
les hybrides F2 rendent nécessaire
I'utilisation de lignées recombinantes
congéniques (LRC). Les LRC consti-
tuent une série de souches généti-
quement pures qui sont établies pour
I'étude de la dissection du controle
génétique des traits polygéniques.
Chaque lignée est sélectionnée pour
contenir une petite fraction du géno-
me du rat GK transposée sur le fond
génétique de la lignée BN. L’établis-
sement de ces lignées permettra dans
I’avenir d’identifier et d’analyser: (1)
de maniere indépendante, les com-
posants génétiques qui contribuent a
I’expression du caractére polygé-
nique du diabete chez le rat GK ; (2)
les interactions entre les différents
loci. En particulier, ’étude des LRC
du locus Nidd/gkl montrera si la tolé-
rance au glucose est controlée a ce lo-
cus par un ou plusieurs génes et si
I'un de ces geénes intervient dans le
controdle de I'adiposité.

Ces derniéres années ont vu le déve-
loppement de cartes génétiques ex-
trémement résolutives de nombreux
mammiferes. Ces cartes permettent
d’établir une correspondance entre
les génomes de Rat et d’Homme

Figure 1. Parametres de I’'homéosta-
sie glucidique chez les hybrides F2
(BNxGK) au locus Nidd/gk1. Pour
chaque parameétre, on a représenté
les moyennes accompagnées de
I’écart a la moyenne correspondant,
sur le plan génotypique, au mar-
queur RCAO01. 20. **** P<0,0001,
***%¥ P<0,00001.

[13]. Ainsi, le locus Nidd/gkl est syn-
ténique du chromosome 1lp chez
'Homme qui contient plusieurs
genes candidats du DNID, notam-
ment les geénes de linsuline, de
VIGF2 (insulin growth factor 2) et du
récepteur des sulfonylurées (SUR),
récemment impliqué dans des cas
d’hyperinsulinisme familial (m/s n°2,
vol. 12, p.251) [14].

Ainsi, I’étude menée dans un modele
animal de diabéte spontané, dont le
caractere polygénique de la maladie
a déja été démontré, devrait consti-
tuer un élément d’orientation de la
recherche de geénes candidats chez
I’homme en permettant de concen-
trer la recherche sur les régions syn-
téniques humaines des loci liés au
diabéte chez le rat GK, et d’utiliser,
pour les études de liaison chez
I’homme, les phénotypes associés au
diabete animal et spécifiquement liés
aux loci étudiés chez le rat GK (ap-
proche QTL) m
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