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RESUME

En modulant en permanence une production d’insuline adaptée au besoin de

'organisme, la cellule béta pancréatique joue un réle crucial dans '’homéostasie
glucidique. L’adaptation de cette production d’insuline est l'opération d’une
machinerie cellulaire responsable de la production de l'insuline hautement adaptative
et d’'une augmentation de la masse des cellules béta-pancréatiques. Cette plasticité
des cellules béta est particulierement critique dans des périodes de modifications de
la physiologie de l'organisme, telles que la prise de poids, la grossesse ou le
développement du nouveau-né jusqu’au sevrage. Une perte de la fonctionnalité et de
la masse des cellules béta sont a l'origine du diabéte, une des causes principales de
mortalité dans le monde.

Chez les vertébrés, les sérine-thréonine kinases (STKs) dirigent des voies de
signalisation importantes permettant aux cellules de répondre a I'environnement.
L’objectif de ma thése a été d’identifier les voies de signalisation responsables du
développement de la masse de cellules béta a la naissance, au cours de la
grossesse et de I'obésité, afin de mieux comprendre le dysfonctionnement et la perte
de la masse des cellules béta induite par I'environnement diabétogene (ex : LDL-
oxydées, hyperglycémie, hyperlipidémie,..) du patient diabétique. En étudiant la
plasticité des cellules béta des rats nouveau-nés, nous avons découvert une
élévation importante de I'expression de la protéine Dual Leucine Zipper Kinase (DLK)
dans les ilots des rats nouveau-nés de 10 jours lorsqu’ils sont comparés aux ilots
des rats adultes. Dans les ilots des ratons, 'augmentation de I'expression de DLK
coincide avec une trés forte prolifération des cellules béta et l'activation de la
signalisation «cJun-amino terminal Kinase 3» (JNK3), une STK de la famille des
«mitogen activated protein kinase» (MAPKs). Comme observé pour DLK, dans les
ilots des ratons, linvalidation de JNK3, réduit considérablement le nombre de
cellules sécrétrices de l'insuline. Nous avons aussi observé que les MAPKs sont
directement impliquées dans la mort des cellules béta induite par des LDL-oxydées
via un mécanisme cellulaire impliquant le stress du réticulum endoplasmique et le
stress oxydant. Nos résultats montrent I'importance de la signalisation des MAPKSs
dans le contrble de la survie et de la prolifération des cellules béta et de son

implication dans le diabete.



ABSTRACT

Pancreatic beta cell constantly tunes insulin production to meet the body needs.

The insulin production adaptation is achieved thanks to highly adaptive beta cell
metabolism, signaling, secretory machinery and mass. The beta-cell function and
mass plasticity are particularly critical during nutritional, body growth and
physiological changes such as obesity, pregnancy and postnatal development of
newborn. Functional beta cell demise account for diabetes is one of the leading
causes of death worldwide.

In vertebrates, serine-threonine kinases (STKs) drive key signaling pathways for
adaptive cells response to the environment. The overall goal of the thesis was to
identify the signaling pathways responsible for the development of beta cell mass
during postnatal development, pregnancy and obesity. Identification of these
signaling pathways may help in understanding the functional beta cell mass demise
induced by the diabetogenic environment (e.g oxidized LDL, hyperglycemia,
hyperlipidemia, etc.) in diabetic patients. By investigating beta cell mass plasticity in
10 day old neonate rats, we found a significant increase in the expression of Dual
Leucine Zipper Kinase (DLK) protein when compared to islets from adult rats. In
islets of pups, the increase of DLK expression coincides with a very high proliferative
rate of beta cells and activation of "cJun-amino terminal Kinase 3" (JNK3) signaling,
an STK belonging to “mitogen activated protein kinase” (MAPKs) family. As observed
for DLK, in islets of rat pups, the genetic disruption of JNK3 drastically reduces the
number of beta cells leading to glucose intolerance. Finally, we also observed that
MAPKSs link oxidized LDL to beta cell death via mechanisms involving endoplasmic
reticulum stress and oxidative stress. Our results show the critical importance of
MAPK signaling in controlling beta cell survival and proliferation in response to

physiological condition and diabetes.



ABBREVIATIONS

AP-1: Activator protein-1

ATF4/6: Activating transcription factor

ATP: Adénosine Triphosphate

ARX: Aristaless-related homeobox gene
Ccndl: Geéne de la cycline D1

Ccnd2: Geéne de la cycline D2

CHORP: CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein
DLK: Dual Leucine Zipper Kinase

elF2a: Eukariotic translation initiation factor 2A
ERK: Extracellular signal-regulated kinase

GH: Growth Hormone

GIP: Glucose dependant insulinotropic peptide
GLP-1: Glucagon-like peptide-1

Glut2: Transporteur du glucose

ICER: Inducible cAMP Early Repressor

Igf: Insulin Growth Factor

IRE1a: Inositol-requiring enzyme 1

IRS: Insuline receptor stubstrate

JINK: c-Jun N-terminal kinases



LDL:

MiRNA:

MAPK:

Pax4:

Pdx1:

Ptfla:

PP:

ROS:

siRNA:

STK:

PERK:

RE:

XBP1:

Low density lipoprotein

MicroRNA

Mitogen- activated protein kinase
Paired box gene 4
Pancreatic and duodenal homeobox 1
Pancreatic transcription factor 1
Polypeptide P

Reactive Oxygen Species

Small Interfering RNA
Serine-threonine kinase

R(PKR)-like endoplasmic reticulum kinase
Reticulum endoplasmic

X-box binding protein 1
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INTRODUCTION

. L’HOMEOSTASIE GLUCIDIQUE
A. Généralités

Le glucose est la principale source d’énergie pour le corps humain. Assimilé par
les cellules de I'ensemble des organes, il assure leur bon fonctionnement. Il permet
de maintenir le corps actif en participant, entre autres, a la production d’ATP qui est

la principale forme d’énergie directement utilisée par les cellules.

Au cours d’une journée, la consommation corporelle en glucose varie selon les
besoins énergétiques de base du corps et le niveau d’activité physique. Il existe donc
une balance entre apports en glucides lors des repas et consommation du glucose
par notre organisme. La concentration en glucose dans le sang, appelée glycémie,
est toujours maintenue stable : entre 4 et 6 mmol/L environ, c’est ce que 'on nomme

I'homéostasie glucidique.

Notre organisme doit constamment détecter la glycémie et déclencher des
mécanismes aboutissant a son réajustement. |l existe en effet, une régulation fine et
constante de la glycémie, opérée par différents organes. Une dérégulation de la
glycémie peut entrainer le développement de pathologies métaboliques telles que le

diabéte.

La régulation de la glycémie se fait grace a des cellules captant le glucose,
appelées « glucostats» et via une communication faisant intervenir des messages

métaboliques, nerveux et endocriniens (Figure 1) [1].
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Figure 1 : Les principaux acteurs de la régulation de la glycémie

En période postprandiale, le glucose est assimilé puis stocké par des organes
tels que le foie, les muscles et le tissu adipeux. Inversement, en période de jelne,
I'organisme se tourne vers les réserves de glucose, principalement présentes dans le
foie sous forme de glycogéne. Lorsque ces réserves de glycogene sont épuisées, le
glucose est alors produit par néoglucogénéese a partir de composés non glucidiques.
Les différents mécanismes de mise en réserve de glucose sont principalement
orchestrés par I'action de I'insuline, seule hormone hypoglycémiante de I'organisme
qui est sécrétée par les cellules béta du pancréas endocrine au niveau de groupes

de cellules formant les « flots de Langerhans ».

Les cellules béta produisant I'insuline constituent entre 50 et 80 % des cellules
totales des filots de Langerhans. Outre une variation liée a I'espéce, cette masse
varie en fonction de changements physiologiques survenant au cours du
développement prénatal et postnatal. Durant la vie embryonnaire et jusqu’au
sevrage, l'acquisition d’'une masse adéquate de cellules béta et d'une bonne
sécrétion d’insuline est indispensable a I'équilibre glucidique a I'age adulte. Cette
masse de cellules béta peut par la suite étre soumise a différents remodelages
notamment lors de changements physiologiques, par exemple dans le cas de la
grossesse, ou au cours de cas pro-pathologiques, tels que l'obésité et aussi

12



pathologiques, comme le diabéte. C’est pourquoi la compréhension des mécanismes
mis en jeu lors du développement et du maintien de cette masse dans différentes
conditions physiologiques et physiopathologiques suscite actuellement de
nombreuses recherches. [1], [2]. (Figure 2).
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Figure 2 : Développement et plasticité de la masse de cellules béta pancréatiques

B. La cellule béta pancréatique

1. Les ilots de Langerhans

Le pancréas est une glande annexe du tube digestif située derriére 'estomac. Il
se divise en 4 parties : la téte, I'isthme, le corps et la queue allant du duodénum a la
rate. Le pancréas est composé de deux principaux tissus, le tissu dit exocrine et le

tissu dit endocrine, ce qui en fait une glande amphicrine.

Le pancréas exocrine représente plus de 98% de la masse totale du pancréas
et est constitué de cellules sécrétant des enzymes déversées dans le duodénum et

participant a la digestion comme I'amylase, la lipase et le trypsinogéne.

Le pancréas endocrine représente 1 a 2 % de la masse totale du pancréas. |l
se présente sous forme d’amas de cellules regroupées, constituant une unité
fonctionnelle appelée «ilot de Langerhans ». Ces amas de cellules sécrétent des

hormones dites pancréatiques essentielles pour le maintien de I'homéostasie
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glucidique. Ces filots de Langerhans sont constitués de différents types cellulaires.
Parmi ces cellules, on retrouve principalement les cellules béta qui sécrétent de
I'insuline, seule hormone hypoglycémiante du corps et les cellules alpha qui
sécretent du glucagon, hormone hyperglycémiante. Les filots de Langerhans
contiennent également des cellules PP, delta et epsilon sécrétant respectivement le
polypeptide pancréatique (PP), la somatostatine et la ghréline. Des nerfs
sympathiques ainsi que parasympathiques et une forte vascularisation permettent le
contréle neuro-hormonal des différents groupes cellulaires constituants les flots de

Langerhans.

La structuration de lilot de Langerhans en termes de pourcentages des
différents types cellulaires qui le compose et d’organisation de ses types cellulaires a
I'intérieur de I'llot est trés variable selon I'espéce étudiée. Chez I'lhumain, il a été
montré que la masse de cellules béta représente environ 50 % de la masse totale de
I'flot quand la masse de cellules alpha représente elle environ 30%. Chez ’humain, la
répartition des différents types cellulaires au sein de I'llot de Langerhans est assez
variable. Chez les rongeurs, les cellules béta, représentant environ 80% de I'llot, sont
principalement situées au centre de l'llot et les cellules alpha, représentant environ

7% de I'llot, sont quant a elles situées principalement en périphérie. (Figure 3). [3],

[4].
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Islet endocrine cell arrangement by species

Species a-cells p-cells o-cells PP-cells
Rodent Periphery; 7% Core; 87% Periphery; 5% Periphery; rare
Human Core — periphery; Core + Core — periphery; Core +
36% periphery; 10% periphery; <5%
54%

Figure 3 : Architecture des ilots de Langerhans chez le rongeur (A) et ’'homme (B).
Cellules béta (vert) / alpha (rouge) / delta (bleu). [3]

Chague hormone sécrétée par le pancréas endocrine a un réle précis a jouer
dans la régulation de 'homéostasie glucidique. Le glucagon augmente la glycémie
tandis que l'insuline la diminue. La somatostatine a, elle, un réle paracrine de

régulation de la sécrétion du glucagon et de l'insuline.

Le PP est sécrété en période post-prandiale [5]. Il n’a pas de rble actuellement
bien défini dans la régulation de la glycémie, il a été montré comme étant impliqué
dans la régulation de la sécrétion pancréatiqgue endocrine et exocrine [5]. Le role de
la somatostatine n’est pas clair, il a été montré qu’elle avait un effet inhibiteur sur la
sécrétion d’insuline, de glucagon, du PP et d’elle-méme [6]. Chez des souris
déficientes pour la somatostatine, la sécrétion d’insuline et de glucagon en réponse a
différents stimuli est augmentée [7]. La sécrétion de la ghréline et du glucagon est
stimulée par une hypoglycémie [8], [9]. En revanche, leur sécrétion est inhibée par

une hyperglycémie et par l'insuline. La sécrétion du glucagon est inhibée par une
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forte concentration en glucose mais aussi par l'insuline, le GABA et la somatostatine
ainsi que par d’autres nutriments [9]. Inversement une faible concentration de

glucose augmente la sécrétion du glucagon [9].

2. Production et sécrétion de P'insuline

La cellule béta pancréatique détecte le taux de glucose dans le sang et a pour

fonction principale la sécrétion de I'insuline.

C'est au XX®™e sigcle qu’a été mise en évidence I'existence d’une substance
sécrétée par le pancréas et impliquée dans la régulation de la glycémie. Puis, c’est
en 1921 que les canadiens Banting et Best ont réussi a isoler I'insuline qui sera par
la suite utilisée chez ’'homme en tant que traitement dans la pathologie du diabéte de
type 1 [10].

La régulation de la production d’insuline et de sa sécrétion est ajustée a toute
heure de la journée via des interactions métaboliques et des signalisations tres
précises. L’insuline est sécrétée en réponse a différents stimuli dont le principal est le
glucose. Mais des hormones telles que le GLP-1, la prolactine, la GH, la leptine ou
encore des acides aminés, des acides gras, ainsi que le systéme nerveux
parasympathique peuvent aussi moduler et induire son expression et sa sécrétion
[11].

Chez 'humain, le géene codant l'insuline se situe au niveau du chromosome 11.
Chez les rongeurs, deux genes codent I'insuline, les génes Insl et Ins2, se situant
respectivement sur les chromosomes 19 et 7 chez la souris et sur le chromosome 1
chez le rat. La transcription du géne de linsuline donne naissance a la pré-pro-
insuline, qui, suite a l'action d’enzymes, se transforme en pro-insuline. Au cours de
sa maturation dans les granules cytoplasmiques et sous I'action d’endopéptidases la
pro-insuline produit I'insuline et le peptide C (Figure 4). Ces derniers seront ensuite

libérés de la cellule béta par exocytose (Figure 4).
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Figure 4 : Schéma résumant les étapes clés de la synthése et de la sécrétion de
'insuline. [12]

Le mécanisme déclencheur de I'expression et de la sécrétion d’insuline est
I'entrée du glucose dans la cellule béta via les transporteurs GLUT-1 pour ’lhomme et
GLUT-2 pour les rongeurs. Le glucose est phosphorylé dans la cellule en glucose-6-
phosphate, premier métabolite formé permettant I'entrée dans la glycolyse, le cycle
de Krebs et la chaine respiratoire oxydative, permettant la production d’énergie sous
forme d’ATP. Suite a cela, 'ATP induit la fermeture des canaux potassiques menant
a une dépolarisation de la membrane plasmique ainsi qu’a 'ouverture des canaux
calciques dépendants du voltage. Cela entraine une augmentation du Ca?*
intracellulaire qui déclenche finalement I'exocytose des granules de sécrétion
contenant l'insuline [11] (Figure 5). La sécrétion de l'insuline en réponse au glucose
est aussi provoquée par un mecanisme indépendant des canaux potassium
dépendants de I'ATP, possiblement impliquant le NADP(H), le GTP, des radicaux
libres, le malonylcoA, le long-chain acyl-COA et le glutamate [13], [14].
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Figure 5 : Mécanismes impliqués dans la détection de la glycémie par les cellules béta
pancréatiques et laréponse a différents sécrétagogues. [11]

Une fois sécrétée, I'insuline agit principalement sur le foie, les muscles et le
tissu adipeux via son récepteur ou de fagon générale elle favorise la captation et le
stockage du glucose sous forme de glycogéne et de lipides. Dans les cellules
hépatiques et musculaires, linsuline stimule la glycogenése et le stockage du
glucose sous forme de glycogéne. Dans ces mémes cellules, elle inhibe aussi la
glycogénolyse, c’est-a-dire la formation de glucose a partir du glycogéne. D’autre
part, elle limite la gluconéogenese dans le foie et le rein qui est a l'origine de la
formation du glucose a partir de lipides et des acides aminés. Au niveau du tissu
adipeux, elle inhibe la lipolyse limitant ainsi la libération d’acides gras et de glycérol.
De méme, concernant les protéines, I'insuline augmente I'assimilation des acides
aminés par les hépatocytes et les cellules musculaires, elle stimule la synthése
protéique et inhibe la protéolyse. [15].
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C. Développement de la masse fonctionnelle des

cellules béta pancréatiques

1. Embryogenése et développement du pancréas

endocrine

Les étapes de I'embryogénése du pancréas ont principalement été mises en
évidence par des études effectuées chez les rongeurs du fait de la difficulté d’étudier
ces mécanismes chez I'homme. Les différentes étapes décrites ci-dessous sont

principalement celles retrouvées chez les rongeurs.

L’initiation du développement du pancréas se fait sous linfluence de la
notochorde. Chez les rongeurs, a 8.5 jours embryonnaires (E8.5) se forme I'ébauche
du pancréas, mise en évidence par I'expression du facteur de transcription Ptfla, tres
rapidement suivi par I'expression du facteur Pdx1 [16]. Chez I'humain, I'expression
de Pdx1 est détectée a E.30 [17].

Ce mécanisme s’effectue via deux ébauches embryonnaires bourgeonnant de
I'endoderme situé au niveau de la boucle duodénale. Un bourgeon prolifere depuis le
versant dorsal du duodénum. Il est nommé bourgeon pancréatique dorsal et se
développe a proximité de la rate. Un autre bourgeon prolifere depuis le conduit
cholédoque sous I'ébauche hépatique, il est appelé bourgeon pancréatique ventral.
Chez les rongeurs a E14.5 'estomac exerce une rotation de 90 degrés, le pancréas
ventral migre alors autour du duodénum se reliant ainsi au pancréas dorsal. Le
conduit d’évacuation du pancréas dorsal fusionne avec celui du ventral pour former
le conduit pancréatique principal, aussi appelé canal de Wirsung. Ce dernier s’unit au
conduit cholédoque et s’abouche dans la papille duodénale majeure. Il arrive que le
canal du pancréas dorsal persiste, on l'appelle alors canal de Santorini. Ainsi la
queue et le corps correspondent au pancréas dorsal, l'uncinatus et la téte au

pancréas ventral. [16], [17].

Les facteurs orchestrant ce développement embryonnaire sont des facteurs tels
que: Activin, Notch, FGF, BMP, RA, Wnt et B-cathénine. Les signalisations du

développement embryonnaire induisent 'expression de marqueurs pancréatiques.
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Le pancréas endocrine commence son développement a partir de cellules
progénitrices multipotentes dés E8.5 chez les rongeurs et a 7 semaines de gestation
chez 'homme. Ces derniéres sont a l'origine des cellules acinaires et endocrines. Le
nombre de progéniteurs pancréatiques est important, permettant d’acquérir une
masse de cellules béta suffisante pour répondre aux besoins en insuline de

I'organisme au cours de la vie [18].

Les études sur des lignées murines transgéniques surexprimant les facteurs
Notch et neurogenine 3 (ngn3) montrent que ces derniers sont indispensables a
I'induction de la différenciation en cellule acinaire ou endocrine [19]. La signalisation
induite par Notch est responsable de la lignée de cellules acinaires tandis que les
cellules n’induisant pas cette voie de signalisation se différencieront en cellules
endocrines [19] (Figure 6). Par la suite, les précurseurs endocriniens se différencient
en cellules spécialisées, ces différentes cellules sécrétant une hormone qui leur est
spécifique. C’est au stade E14.5 chez le rat que chaque type cellulaire constituant le
pancréas endocrine est finalement défini via I'expression de génes cibles de la
neurogenine 3, les principaux étant : Pax4 pour les cellules béta et delta et Arx pour
les cellules alpha et PP, Pax4 et Arx ayant des rbles antagonistes [20]-[22]. La
différenciation des cellules epsilon se fait aussi a partir des cellules exprimant la
neurogenine 3 mais elle est indépendante des facteurs Arx et Pax4. Puis I'expression
d’autres facteurs tels que, mafA, Sox9, Hnf1B, Gata4/6, Hnf6, Nkx2.2, nkx6.1 et isll
permettent la différenciation compléte en cellules endocrines spécialisées. De
nombreux modeles « knock-out » pour ces différents genes ont permis de mettre en
évidence leurs roles précis dans le bon lignage cellulaire du pancréas endocrine.
[23]. (Figure 6).

Il est important de noter que les étapes de différenciation sont régulées par
I'expression temporelle de certains facteurs de transcription. Pour exemple, la voie
Notch est réactivée transitoirement dans la lignée endocrine et I'expression précoce
du facteur ngn3 donne des cellules alpha alors que son expression tardive donne

naissance a des cellules béta [24].

Une fois formé, le pool de cellules béta va s’étendre et acquérir ses fonctions.

Chez les rongeurs cette expansion commence vers le 14 jour embryonnaire. [25]
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2. Développement postnatal de la masse de cellules

béta pancréatiques

Le développement de la masse de cellules béta a principalement été mis en
évidence chez des modéles murins. Néanmoins, bien que difficile a étudier chez
'hnomme, deux grandes équipes, Meier et Gregg, ont pu mettre en évidence

I'existence de certains mécanismes a I'aide de nécropsie [27], [28].

La plus grande partie du développement et du remodelage de la masse de
cellules béta s’effectue au cours de la gestation et plus particulierement dans les
derniers jours prénataux a la fois chez le rongeur et chez 'homme. Chez le rongeur
la masse de cellules béta continue a se développer jusqu’a un mois apres la
naissance [29], [30]. Ce phénoméne est également retrouvé chez 'homme avec un
pic de prolifération observé dans les premiers mois qui suivent la naissance et un

développement jusqu’a I'dge de 5 ans environ [27]. (Figure 6).
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Prolifération et apoptose des cellules béta pancréatiques chez I'humain
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cours de la vie chez ’humain et le rat. [25], [31], [32]
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Ce développement permet d’acquérir une masse de cellules béta appropriée a
'age adulte. Il a été montré que des rats avec une masse béta pancréatique
supérieure a la moyenne sont plus résistants au stress induit par la streptozotocine,
drogue naturelle toxique pour les cellules béta [33]. Inversement une malformation de
cette masse, entrainant une insuffisance de cellules béta, augmente la probabilité de

développement d’un diabéte a I'dge adulte [34], [35].

La masse de cellules béta pancréatigues se forme et se développe via
différents processus : la néogenese, la prolifération et 'apoptose. Ces mécanismes
sont plus ou moins importants et interviennent a différents moments du

développement.

Avant la naissance, lors du développement embryonnaire, le pool de cellules
béta se forme principalement par néogenése. Comme il a été précédemment
expliqué, l'apparition de cet amas de cellules béta provient essentiellement de la
différenciation de cellules progénitrices pancréatiques exprimant la neurogenine 3 et

provenant du canal pancréatique [36].

Aprés la naissance, le pool de cellules béta s’étend pour former une véritable
masse fonctionnelle. Chez les rongeurs, le mécanisme de prolifération a largement
été montré comme étant responsable de cette expansion [37], [38]. Plusieurs études
ont quantifié la prolifération des cellules béta tout au long de la vie et ont montré une
augmentation avec un pic de la prolifération durant le développement embryonnaire.
Ce phénomeéne persiste apres la naissance avec un niveau de prolifération plus
faible et une diminution progressive avec l'age [37]. Les taux de prolifération
postnataux des cellules béta observés chez les modeles murins, rats et souris, sont
aux alentours de 7% [37]. Chez le rat, un pic de prolifération est observé a 10 jours
aprés la naissance [38]. Des études ont été effectuées chez I'humain sur des
biopsies de sujets entre 2 mois et deux ans, période ou le taux de prolifération est le
plus éleve, elles ont montré un pourcentage plus faible de prolifération chez 'humain

en comparaison avec les modeles murins, environ 2.5% [28]. (Figure 7).

Outre la néogenése et la prolifération, 'apoptose intervient également dans la
formation d’'une masse béta pancréatique fonctionnelle en période postnatale. Apres
la naissance une étude a montré chez le rat une augmentation du phénoméne
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d’apoptose des cellules béta dans les ilots a 13 et 17 jours en comparaison avec le
taux d’apoptose a 2, 9 et 20 jours [25]. Une étude chez 'humain montre le méme pic
d’apoptose aux alentours de la naissance [31]. Ces résultats suggerent que
I'apoptose participe a la mise en place de la masse de cellules béta fonctionnelles.
(Figure 7).

Concernant la régulation de la prolifération de la cellule béta pancréatique,
'alimentation de la mére est cruciale pour un bon développement du pancréas
endocrine [39]. En effet, de nombreuses études corrélent le régime alimentaire de la
mere a la masse et a la fonctionnalité des cellules béta pancréatiques du nouveau-
né. Par exemple, des enfants nés d’'une mére en sous-nutrition ont été montrés

comme étant moins tolérants au glucose [40].

Un régime faible en protéine de la mere durant la gestation diminue de 50% le
taux de prolifération de la cellule béta chez le nouveau-né, ce régime induit en effet
des changements dans le protéome des cellules béta du nouveau-né notamment
I'expression de protéines du cycle cellulaire [41]. De méme, une étude de la masse
de cellules béta de rats nés d’'une mére mal nourrie montre une réduction de 66% en
comparaison avec des rats nés d’'une mere normalement nourrie [42]. Il a été montré
que chez la meére, un régime pauvre en protéines, en calories ou a l'inverse riche en
lipides et en calories ainsi qu’un probleme de flux sanguin utérin peuvent étre
responsables d’'un défaut de prolifération des cellules béta mais aussi d'une
augmentation du taux d’apoptose dans ces mémes cellules [43]-[46]. Cependant, le
lien entre une mere en surnutrition ou obese et le développement et la fonctionnalité

de la masse de cellule béta chez le nouveau-né n’a pas été établi.

Le facteur de croissance IGF-1 est un des facteurs impliqués dans le
développement de la masse de cellules béta durant la période postnatale [47]. Une
étude montre que le récepteur d’'IGF-1 se lie a IRS-2 et induit I'activation de
signalisations impliquées notamment dans la prolifération des cellules [48]. D’autres
facteurs de croissance sont impliqués dans la régulation de la prolifération, comme le
facteur PDGF [49].

Par ailleurs les hormones incrétines, le GLP-1 et le GIP, produites
respectivement par les cellules L et K de Tlintestin, sont impliguées dans la
25



néogenese et la prolifération de la cellule béta. Le GLP-1 peut-aussi étre sécrété par
les cellules alpha du pancréas endocrine. Une étude montre que I'administration de
'exendine 4, un agoniste du récepteur au GLP-1, & des rats nouveau-nés rendus
diabétiques avec la streptozotocine permet d’augmenter la néogenése, a partir des
cellules du canal pancréatique et la prolifération des cellules béta pancréatiques et

ameliore la tolérance au glucose de ces souris. [50], [51]

De plus, des études récentes évoquent le réle des miRNA dans la maturation
postnatale de la masse de cellules béta. C’est le cas de I'équipe du Pr Romano
Regazzi qui démontre l'implication de plusieurs miRNA dans des mécanismes de

prolifération des cellules béta immatures. [38], [52]

3. Role des acteurs du cycle cellulaire dans
’expansion de la masse des cellules béta

pancréatiques

Les acteurs du cycle cellulaire sont indispensables a la prolifération des cellules
béta pancréatiques en période postnatale, comme la cycline D1 (Ccndl) et la cycline
D2 (Ccnd2) qui sont connues pour induire des stimuli mitogéniques dans la cellule
béta [53]. De nombreux modéles de souris « knock-out » pour des acteurs du cycles
cellulaires ont permis d’attribuer aux protéines CDK4, p18 et p16 entres autres un
réble essentiel dans la prolifération et le développement des cellules béta

pancréatiques [54], [55].

Les facteurs régulant la prolifération avant et apres la naissance sont différents
[56]. En effet, des modéles d’animaux « knock-out » pour les acteurs du cycle
cellulaire peuvent ne présenter aucun défaut de développement embryonnaire mais
avoir une masse de cellules béta mal développée et présenter des problemes
d’obésité et de diabéte a l'age adulte. C’est le cas par exemple de la protéine
FOXML1 et de la famille des CDK (Cyclin-Dependent Kinase). [57], [58]

Ces protéines du cycle cellulaire peuvent étre activées par différents facteurs
comme les analogues du récepteur au GLP-1 tels que I'exendine 4. Il a été montré
que cette derniére régule la prolifération des cellules béta via la modulation de la

cycline D2 dans des modeéles murins [59]. La régulation des acteurs du cycle
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cellulaire par I'exendine 4 a aussi été montrée dans des ilots humains [60]. Par
ailleurs, une étude montre que le facteur de transcription Nkx6.1 est impliqué dans la
prolifération de la cellule béta durant le développement postnatal [61]. Ce facteur ne
se lie pas aux promoteurs des cyclines mais les souris invalidées pour ce facteur ont
une expression réduite du GLP1-R ainsi que de Glut-2. Ces derniers sont des
facteurs importants durant le développement. Les souris invalidées pour le gene
Glut-2 montrent en effet une diminution de la prolifération des cellules béta durant la

période postnatale [62].

De méme, il a été montré que l'expression périnatale de la survivin, une
protéine anti-apoptotique qui régule des acteurs du cycle cellulaire, est nécessaire a

I'acquisition d’'une masse de cellules béta adéquate [63].

4. Acquisition d’une masse de cellule béta

fonctionnelle : la gluco-compétence

Au cours du développement postnatal la capacité a sécréter de l'insuline en
réponse au glucose des cellules béta immatures humaines ou murines est trés faible,
alors que ces cellules sécrétent de I'insuline en réponse aux acides aminés et aux
acides gras [64]-[66]. L’'une des caractéristiques de cette cellule béta immature est
d’ailleurs la faible expression des enzymes de la glycolyse alors qu’elles expriment

des enzymes impliquées dans la glycolyse anaérobie [67].

La gluco-compétence, c’est-a-dire la capacité des cellules a répondre au
glucose et a déclencher la sécrétion d’insuline, ne se développe complétement qu’en
période postnatale. Chez la souris, ce processus se met en place pendant la période
de sevrage aux alentours de 21 jours [38]. A ce moment précis, les cellules béta
subissent tout un processus de maturation, le profil d’expression des génes varie
fortement entre des cellules béta en période postnatale et des cellules béta adultes
post-sevrage [38], [67]. De plus, différentes études montrent que la transition d’une
alimentation en lait riche en matiére grasse a une alimentation en nourriture riche en
glucides est essentielle pour l'induction de la sécrétion d’insuline par le glucose. En
effet, il a été montré que le sevrage est nécessaire a différentes étapes de la
maturation de la masse de cellules béta fonctionnelles, il permet entre autre

I'acquisition de la gluco-compétence des cellules béta [38], [68].
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D. Expansion de la masse des cellules béta

pancréatiques dans la grossesse et I’obésité

Au cours de la vie adulte, la masse de cellules béta est maintenue relativement
stable. Il arrive cependant que cette masse varie a la suite de modifications
physiologiques et physiopathologiques telles que la grossesse et l'obésité. Ces
processus mettent en évidence la plasticité de la cellule béta et sa capacité a

s’adapter a son environnement.

Au cours de la grossesse, il est observé une augmentation de la masse de
cellules béta pancréatiques chez la mére en réponse a une insulino-résistance
physiologique qui se met en place durant la grossesse ainsi qu’en réponse a
différentes hormones telles que la prolactine, le lactogene, la progestérone,
I'oestradiol ou encore des hormones de croissance [69]. Chez 'humain cette masse
est multipliée par environ 1,4 [70]. Cette augmentation est plus élevée chez les
rongeurs avec un facteur de 4 a 5 [71]. Ce modele d’adaptation de [I'illot de
Langerhans a d’ailleurs principalement été étudié chez le rongeur. Chez le rat, la
masse du pancréas et la masse de cellules béta ont été définies a différents jours de
gestation. Il a été observé un pic de ces deux masses a 14 jours de gestation puis un
retour a une masse normale. Cette augmentation est corrélée avec une
augmentation de la vascularisation des flots. Des hormones telles que la prolactine et
la sérotonine participent a cette adaptation de I'llot de Langerhans et au maintien de
I'homéostasie glucidique durant la grossesse en influengant le développement de la

masse de cellules béta de la mere. [71]-[74]

Plusieurs mécanismes responsables de 'augmentation de la masse de cellules
béta pancréatiqgues durant la compensation ont été identifiés chez le rongeur. Au
cours de la gestation et de la prise de poids suite a un régime riche en graisse, la
masse augmente principalement par stimulation de la prolifération des cellules béta
et de la néogenese a partir de cellules progénitrices [75], [76]. Chez I'homme, la
prolifération des cellules béta pancréatiques a été observée [77], [78], cependant, ce
mécanisme reste marginal, notamment au cours de la grossesse [79]. En effet, des
études rapportent plutét une stimulation de la néogenése a partir de cellules
progénitrices du canal pancréatique, comme relevée par la présence d’ilots de
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petites tailles ainsi que la présence de cellules positives a I'insuline dans le canal,

dans 'étude de Butler et al publiée dans Diabetologia [79].

La plasticité de la cellule béta dans le cadre de I'obésité et de la résistance a

I'insuline est discutée dans le paragraphe I-C-2.

Il est intéressant de noter que lors de ces processus de remodelage de la
masse de cellules béta, outre une augmentation du nombre de cellules béta, on
observe aussi une augmentation de la taille de ces cellules. En effet, diverses études

montrent une hypertrophie des cellules béta pancréatiques [45], [80], [81].
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. PLASTICITE DE LA MASSE FONCTIONNELLE
DES CELLULES BETA PANCREATIQUES DANS
LE DIABETE

A. Diabete : Définition

Le diabéte est défini par un taux de glucose mesuré a jeun, égal ou supérieur a
126 mg/dl. Ce déréglement de la glycémie est a lorigine de nombreuses
complications telles que des complications microvasculaires, macrovasculaires,

rétinopathies, néphropathies ou encore des cardiopathies et des neuropathies.

Dans le monde, en trente ans, le nombre de personnes atteintes d’'un diabéte a
été multiplié par quatre, soit 422 millions de personnes en 2014, dernier chiffre
recensé par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS). En 2015, le nombre de
décés di au diabéte est de 1.6 millions et le diabéte deviendrait, selon 'TOMS, la

septieme cause de déces en 2030.

Le diabete présente une composante génétique et une environnementale.
L’étiologie de la maladie est aussi variable, ce qui fait que plusieurs types de diabéte
se distinguent : le diabéte de type 1, le diabéte de type 2, le diabéte gestationnel et
les autres formes de diabetes tels que les diabétes monogéniques comme le MODY
(maturity onset diabetes of the young) [82]. La majorité des diabetes correspond au
diabete de type 2, dont la présentation fait I'objet du paragraphe B.

1. Le diabéte de type 1

Le diabéte de type 1 représente environ 10 % des diabétes totaux. Il provient
d’'une insulinopénie absolue émanant d'une massive perte de cellules béta
pancréatiques due a une réaction auto-immune. Des auto-anticorps reconnaissent
des antigénes de la cellule béta et provoquent a terme leur destruction. Les origines
de ce diabéte peuvent-étre environnementales, infectieuses, causées par un virus,
ou génétigue [83], [84]. Parmi les causes geénétiques, les polymorphismes

nucléotidiques (SNP) les plus connus comme étant associés au diabéte de type 1, on
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retrouve ceux localisés dans les génes du complexe majeur d’histocompatibilité,
mais de nombreuses études génétique montrent I'implication d’autres génes [85],
[86].

2. Les autres formes de diabetes

Outre les diabétes se développant en parallele de pathologies ou a la suite de
la prise de certains médicaments, cette catégorie regroupe principalement le diabéte
MODY et le diabete LADA (Latent Autoimmune Diabetes in Adults).

Le diabéte MODY est un diabéte monogénique représentant 1 a 5 % des
diabétes. L’étude génétique de familles a permis d’identifier de nombreux génes
associés a ce diabéte. Parmi ces genes, des mutations dans les genes de la
glucokinase, du facteur HNF4a ou encore PDX-1 ont été identifies comme étant
impliqués dans la survenue de différents types de diabéte MODY [87]. La plupart
sont des genes clés impliqués dans le maintien et la fonction de la cellule béta
(Tableau 1).

Maturity-onset diabetes of the young (MODY) gene functions and pathophysiology and possible treatment.

MODY Gene function Pathophysiology Treatment
gene

HNF4a Transcription factor (nuclear factor) B-Cell dysfunction. neonatal hyperinsulinemia Sulfonylureas
GCK Hexokinase (catalyze the mitial step in the glycolytic pathway) B-Cell dysfunction. fasting hyperglycemia from newbom Diet

HNFla Transcription factor (homeodomain). regulating insulin gene transcription B-Cell dysfunction. glycosuria Sensitive to

sulfonylureas
PDX/IPF  Transcription factor (homeodomain) B-Cell dysfunction and pancreatic agenesis Diet or AD insulin

HNF-1p Transcription factor (homeodomain) B-Cell dysfunction and renal anomalies. genital anomalies Insulin

Pancreatic hypoplasia

NEUROD! Transcription factor (BHLH) B-Cell dysfunction. adult onset diabetes OAD or insulin
KLF11 TGF-p p-Cell dysfunction, similar to type 2 diabetes mellitus OAD or msulin
CEL Controls exocrine and endecrine functions of pancreas, pathogenesis of pancreatic Pancreas exocrine, endocrine dysfunction and pancreas Insulin or OAD or
malabsorption and diabetes mellitus dret
PAXA4 Transcription factor, play role during cancer growth and fetal development B-Cell dysfunction, possible ketoacidosis Insulin or OAD or
diet
INS Regulate beta cells of activity Langerhans cells Insulin gene mutation, PNDM Diet or OAD,
insulin
BLK B-cell specific, tyrosine kinase functions in signal transduction Insulin secretion defect. overweight Insulin or diet
(OAD)
ABCCS Regulate msulin secretion by linking cellular metabolism to electrical activity of plasma ATP-sensitive potassium channel dysfunction, PND TND OAD (insulin)
membrane
KCNT11 Regulate glucose-induced insulin secretion in pancreatic cells Homozygote: necnatal diabetes Insulin OAD or diet
APPL1 Involved i signal transduction Dysmerphic phenotypes, development delay Diet or OAD,
insulin

Tableau 1 : Liste des genes associés a un type de MODY. [87]
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Le diabéte LADA est un diabéte auto-immun qui survient a I'dge adulte. Ce
diabéte présente de fortes similitudes avec le diabete de type 1. En effet, de
nombreux genes a l'origine d’'un diabéte de type 1 sont aussi responsables d’un
diabéte LADA [88].

3. Le diabete gestationnel

Le diabéte gestationnel est diagnostiqué lors d’'une grossesse par une glycémie
supérieure a la normale, les femmes développant ce type de diabéte ont un risque
beaucoup plus élevé de développer un diabéte de type 2 par la suite [89]. Par
ailleurs, un diabéte gestationnel augmente la possibilité de complications au cours de
la grossesse ainsi que de prématurité. De plus, I'enfant a plus de risque de
développer un diabete de type 2 [90]. En général, le diabéte gestationnel survient
lorsque l'insulino-résistance développée durant la grossesse n’est pas accompagnée
par une compensation de la cellule béta (vu en 1.D) di a une défaillance dans les
mécanismes de néogenese et de prolifération de ces cellules [91]-[93]. Les causes
du diabéte gestationnel peuvent étre environnementales, liées a une malnutrition, au
surpoids et a des changements du microbiote intestinal et a des facteurs génétiques
[94], [95]. Il est intéressant de noter que les SNP associés au diabéte gestationnel

sont souvent les mémes que ceux associés au diabéete de type 2 [96], [97].
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B. Le diabéte de type 2

Le diabéete de type 2 est prévalent (supérieur a 90 % de toutes les formes de
diabéte). Il provient de la conjonction de nombreux facteurs tels que la sédentarité, le
vieillissement, le surpoids et 'obésité qui est le premier facteur de risque de son
développement [98]. En effet, I'incidence du diabéte de type 2 augmente avec I'indice

de masse corporelle et la maladie se développe en paralléle de I'obésité (figure 8).
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Figure 8 : Incidence du diabete de type 2 en fonction de l'indice de masse corporel
(BMI). w/o MetS: sans syndrdbme métabolique. With MetS: Avec syndrome

métabolique. [99]

L’apparition d’un diabéte de type 2 suit une certaine chronologie au regard de la
masse de cellules béta pancréatiques (Figure 9). Dans lhistoire naturelle de la
maladie, la perte relative ou absolue de la sensibilité a linsuline, précede la
diminution de la production de l'insuline. Au stade précoce du développement de la
maladie, cette résistance a l'insuline est compensée par une augmentation de la
production d’insuline. Cette balance maintient ainsi la normoglycémie. En revanche,

'augmentation progressive de la résistance a linsuline est rattrapée par une
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diminution de la production d’insuline, a la suite de quoi, I'hyperglycémie survient et

le diabéte se développe (figure 9).
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glucose nomale au glucose

Diabéte décompensé Insulinorequérance
débutant (insulinopénie relative) (insulinopénie absolue)

Figure 9 : Histoire naturelle du diabéete de type 2 : Evolution de la glycémie et de la
sécrétion d’insuline en fonction des différentes étapes de la maladie. [100]

1. Augmentation de la masse et de la fonction des
cellules béta en réponse a l'insulino- résistance due

a 'obésité
L’échec de I'adaptation de la masse des cellules béta pancréatiques et sa perte
de fonction sont des étapes clés du développement du diabéte de type 2. A l'origine,
la résistance a linsuline des tissus périphériques (le foie, les muscles et le tissu
adipeux) qui apparait durant I'obésité est d’abord compensée par une augmentation
de la sécrétion de linsuline des cellules et par une augmentation de la masse de
cellules béta pancréatiques. Cette compensation de la cellule béta est une réponse a
'obésité et a l'insulino-résistance (Figure 9). Cette augmentation est induite par de
nombreux signaux : facteurs de croissance, insuline, nutriments, glucose, acides
aminés ou encore la leptine et le GLP-1 [101]. Des études effectuées sur des
autopsies de pancréas humain révelent que la masse de cellules béta peut
augmenter de 50 a 90 % chez des individus obéses [102], [103]. Seulement un
certain pourcentage d’individus obéses développe un diabete de type 2, ce
pourcentage est denviron 3% chez des individus obeses sans syndrome
métabolique et de 15% chez des individus obéses avec un syndrome métabolique.
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[104], [105]. Par allleurs cette corrélation positive peut varier selon I'age, des études
montrent que I'apparition d’'un diabéte en parallele de I'obésité diminue avec I'age
[104], [106].

Le mécanisme de compensation des cellules béta en réponse a l'obésité est
tres discuté. Certains groupes comme celui de P.Butler et al qui a effectué de
grandes études sur des banques de tissus issus d’autopsies de patients obeéses,
montrent que chez I'humain cette compensation est principalement due a une
augmentation de la néogenése des cellules béta sans observation de mécanismes
de prolifération [102], [107], [108]. Une étude différente, effectuée sur des pancréas
issus de patients opérés d’'une duodéno-pancréatectomie, ne révéle pas de présence
de marqueurs de prolifération au sein des cellules béta. Les auteurs de cette étude
mettent cependant en évidence la présence de marqueurs de néogenese, tel que le
marqueurs de cellules ductales, le CK19, dans les cellules béta pancréatiques ainsi
qu'un co-marquage du glucagon et de linsuline, laissant envisager la possibilité
d’'une transdifférenciation des cellules alpha en cellules béta chez les individus

insulino-résistants non obeses et non diabétiques [109].

Cependant, les mécanismes d’augmentation de la masse de cellules béta en
réponse a I'obésité et a I'insulino résistance sont difficiles a mettre en évidence et a
étudier chez 'humain. Les grandes avancées sur ce sujet ont été réalisées par des

études effectuées chez les rongeurs.

Des publications récentes montrent que la cellule béta prolifere en réponse a
l'obésité. En effet, chez le rat, le glucose et les acides gras libres, induisent une
augmentation de la masse de cellules béta, ce phénoméne étant lie a une
augmentation de la prolifération [110]. De plus, il est montré que chez les rongeurs,
un régime riche en lipides, connu pour induire une intolérance au glucose provoquent
une prolifération des cellules béta [111], [112]. Le glucose agit souvent en synergie
avec linsuline sur la prolifération. Des études montrent en effet, que l'insuline
sécrétée en cas d’hyperglycémie peut agir sur la croissance de la masse de cellules
béta pancréatiques [57], [113]-[115].

Cependant, lors de l'obésité, le phénomeéne de prolifération des cellules béta
est observé avant de détecter une hyperglycémie. D’autres signaux que le glucose
35



sont donc impliqués dans ce processus de compensation. En effet, il existe des
signaux neuronaux via le nerf vagal qui régulent la prolifération des cellules béta et

qui sont induits par I'obésité. [116]

En parallele d'une augmentation de la masse des cellules béta, différentes
études montrent une élévation de la capacité des cellules béta a sécréter de
I'insuline en réponse a des stimuli dans des ilots d’individus obéses en comparaison
a des Tlots d’individus sains [117], [118]. En effet, des études montrent que le glucose
ou les incrétines sont responsables d’'une hypersécrétion de l'insuline par les cellules

béta en réponse a I'obésité et I'insulino-résistance [119]-[121].

2. Perte de la sécrétion de l'insuline et de la masse

des cellules béta : environnement diabétogene

A un certain stade du développement du diabéete de type 2, la cellule béta
n'est plus en capacité de parer I'hyperglycémie provoquée par la résistance a
'insuline des tissus cibles et par les différents stress apporté par une obésité
viscérale (Figure 9 et 10). A ce stade, on observe une diminution de la masse et de
la fonction des cellules béta pancréatiques. Des études ont montré que cette
diminution peut aller de 25 % a 65 % [102], [122].
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Figure 10 : Effet de I’environnement sur l'induction de facteurs diabétogénes et
Pactivation de différents stress dans la cellule béta pancréatique au cours du
développement d’un diabéte de type 2. [123]

La principale cause de cette perte est l'augmentation du phénoméne
d’apoptose des cellules béta [102]. D’autre part et durant ces derniéres années, le
concept de dédifférenciation des cellules béta dans le diabéete de type 2 a beaucoup
été étudié. En particulier, des études regroupées dans la revue d’Accili et al en
2016 montrent que ce mécanisme est aussi a l'origine d’'une perte de la masse

fonctionnelle des cellules béta [124].

Cette diminution de la masse de cellules béta observée lors d’'un diabéte de
type 2, provient d’'un environnement diabétogéne apporté principalement par une
malnutrition et une susceptibilité génétigue. En effet, il a été montré que cet
environnement, caractérisé notamment par l'insulino-résistance, une inflammation,
une hyperglycémie et une hyperlipidémie chronique (acides gras libres et les LDL-
cholestérol oxydés) est responsable de la perte de la masse de cellules béta
pancréatiques [102]. (Figure 10).
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Ces différents facteurs diabétogenes induisent dans la cellule béta différents
mécanismes contribuant au déclin du nombre et de la fonction de ces cellules. Parmi
ces mécanismes, se trouvent entre autres le stress oxydatif, le stress inflammatoire

et le stress du réticulum endoplasmique.
a. Le stress oxydatif

Un stress oxydatif est caractérisé par la présence excessive d’espéeces
réactives de I'oxygéne (ROS). Dans la cellule, les ROS sont principalement produits
par la mitochondrie en réponse au glucose. Différents travaux montrent que ces ROS
sont nécessaires a la sécrétion d’insuline en réponse au glucose [125]. De plus, un
traitement par des antioxydants diminue la sécrétion d’insuline [126], [127].
Seulement, de récentes études indiquent que la sécrétion d’insuline en réponse au
glucose ne dépend pas du niveau de concentration de 'H202. Ces études montrent
que le glucose ainsi que d’autres sécrétagogues diminuent la concentration en H202
dans le cytosol et dans la matrice mitochondriale des cellules béta pancréatiques
ainsi que l'oxydation du glutathion mitochondriale [128], [129]. De plus, une autre
étude montre qu’un traitement antioxydant permettant d’inactiver 'lH202 des cellules
sécrétrices d’insuline n’a pas d’effet sur la sécrétion d’'insuline en réponse au glucose
[130].

Dans le cas du développement d’'un diabéte de type 2, il a été montré que
I'hyperglycémie chronique provoque un dysfonctionnement de la mitochondrie et une
production de ROS en concentration anormalement élevée [131]. De plus, chez des
patients diabétiques, 'augmentation de la concentration des marqueurs du stress
oxydatif est corrélée avec une diminution de la sécrétion d’insuline. Il a aussi été
montré que des agents antioxydants préviennent les dommages causés par

I'hyperglycémie chronique sur les ilots et la masse de cellules béta [132], [133].
b. L’inflammation

Des fortes concentrations en glucose et en acides gras libres, induisent le
recrutement de macrophages ainsi que la production de cytokines pro-inflammatoires
telle que linterleukine-1B. Dans les premieres étapes du développement de la

maladie, l'interleukine-1B ou encore l'interleukine-6 ont un réle protecteur, mais au
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fur et a mesure, une longue et forte exposition a ces cytokines provoquent une
diminution de la sécrétion d’insuline et 'apoptose des cellules béta pancréatiques
[134].

c. Le stress du réticulum endoplasmique dans la cellule

béta pancréatique.

L’environnement diabétogene est aussi connu pour induire un stress du
réticulum endoplasmique (RE). Le stress du réticulum endoplasmique se déclenche
lorsque la quantité de protéines a conformer dépasse la capacité du réticulum
endoplasmique. Cette réponse cellulaire a pour but de restaurer ’homéostasie du RE
en augmentant la synthése de protéines impliquées dans le contrble de la maturation
des protéines. Le stress du RE passe principalement par I'activation de 3 protéines
présentes dans la membrane du RE (Figure 11). Il s’agit de PERK, IRE1a et ATF6.
Ces protéines sont maintenues inactives par leur liaison avec la protéine chaperonne
BIP. Lors de l'activation d’'un stress du RE, ces trois protéines sont activées par

dissociation de la protéine chaperonne.

PERK est une sérine-thréonine kinase, une fois activée, elle phosphoryle le
facteur elF2a ce qui entraine un blocage de la traduction inhibant ainsi la synthese
de protéine. Une fois phosphorylé, elF2a induit la traduction d’ATF4 ce qui déclenche

la transcription de la protéine CHOP qui est impliquée dans I'apoptose.

Lors d’un stress court, la voie Ire1la conduit a I'épissage de 'TARNm d’XBP1,
ainsi XBP1s régule positivement I'expression de protéines chaperonnes et la voie de
dégradation ERAD et inhibe I'expression de la protéine pro-apoptotique CHOP. Lors
d'un stress prolongé, cette voie conduit a 'activation de la kinase pro-apoptotique
JNK1 via la protéine ASK1.

La voie ATF6 conduit a I'expression entre autres d’XBP1, CHOP et de protéines
impliquées dans le systeme de dégradation ERAD [135].

Ce stress du RE peut étre causé par des conditions environnementales
pathologiques telles qu’un changement de concentration de Ca?*, du statut redox des
cellules ou encore de la présence anormale de cholestérol. L’accumulation de
cholestérol libre et d’acides gras libres retrouvés dans des conditions diabétogenes
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peut par exemple provoquer ce type de stress [136].

Durant le processus de compensation, la cellule béta augmente sa fonction en
augmentant la production et la sécrétion d’insuline. Le RE est alors soumis a une
demande accrue de travail tant au niveau de la conformation spatiale de la protéine,
son repliement, que de sa maturation et de son transport. Lorsque la demande est
trop forte, il en résulte une accumulation de protéines mal structurées dans le RE
aboutissant a un stress du RE. Ce stress du RE est un événement majeur causant la
mort des cellules béta pancréatiques lors d'une hyperglycémie et d'une
hyperlipidémie chronique [137]-[139]. D’ailleurs, le stress du RE est lié au stress

oxydatif ainsi qu’a l'inflammation [140], [141].

Les principaux acteurs de I'apoptose des cellules béta suite a I'activation du
stress du RE par un environnement diabétogéne sont l'induction de I'expression du
facteur CHOP et l'activation de la MAPK JNK1. L'expression de CHOP est régulée
par les voies PERK et ATF6 du stress du RE. Des souris invalidées pour ce géne
sont protégées de I'apoptose des cellules béta induite par différents stress y compris
un stress oxydatif [142]. La kinase JNK1 est activée par la voie IRE1-a, une fois
phosphorylé, IRE-1 a forme un dimére puis recrute les protéines TRAF2 et ASK1. Ce
complexe est alors responsable de [lactivation de JNK1, qui a son tour est

responsable de I'apoptose [135], [143].

Cependant, il est intéressant de noter que le stress du RE principalement connu
pour activer I'apoptose des cellules béta est aussi important pour la compensation de
la masse de cellules béta. L'invalidation de différents acteurs du stress du RE dans
des modéles murins ont permis de mettre en évidence les effets paradoxaux des
trois voies du RE a la fois impliquées dans la mort de la cellule béta et ainsi dans le
développement d’'un diabéte de type 2 mais aussi dans le développement et la
compensation des cellules béta pancréatiques. Par exemple, un modéle de souris
invalidées spécifiguement dans la cellule béta pour le géne Perk a une masse de
cellules béta réduites, ce qui est di a un mauvais développement de celles-ci [144].
De méme, le groupe de Kaufman et al montre en 2009 que la phosphorylation
d’elF2a par la sérine-thréonine kinase PERK protége les cellules béta d’'un stress

oxydatif et permet de maintenir une production d’insuline adéquate a la demande de
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'organisme [145]. Contrairement a un stress prolongé, une exposition rapide au
glucose de la cellule béta provoque une réponse de la voie IRE-1a permettant de
maintenir une bonne sécrétion d’insuline [146]. La délétion du gene Atféa chez la
souris aboutit & une augmentation de la mort des cellules béta, induite par un régime
riche en lipides, suggérant alors un réle de ce facteur dans la compensation de la

cellule béta lors de I'obésité [147].
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Figure 11 : Activation du stress du reticulum endoplasmique au sein de la cellule béta
[148]
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d. Réle des LDL-oxydées dans le dysfonctionnement de la

cellule béta pancréatique

Il existe deux types de lipoprotéines transportant le cholestérol dans
l'organisme, les HDL (High Density Lipoproteins) et les LDL (Low Density
Lipoproteins). Les HDL et les LDL sont des lipoprotéines qui ont pour réle le transport

du cholestérol.

Un environnement diabétogéne est caractérisé par une augmentation de
'oxydation des LDL ainsi qu’'une diminution du taux de HDL. Différentes études
montrent que ces LDL-oxydées sont responsables de I'expression de cytokines ou
de ROS dans différents types cellulaires. De plus, Il a été montré que chez des
individus obéses le taux de LDL- oxydés augmente et cette augmentation est encore
plus forte chez des patients obéses diabétiques. En effet, une augmentation des
LDL-oxydées est associés au syndrome métabolique, c’est-a-dire a un ensemble de
symptomes liés a la mise en place d’'un diabéte de type 2, ainsi qu’aux maladies
cardiovasculaires [149], [150]. Inversement, les HDL ont un réle protecteur sur la
cellule béta pancréatique. Des études montrent en effet qu’ils protégent la cellule
béta en inhibant le stress du RE et en limitant I'activation de la voie des JNKs induite
par les LDL-oxydées [151], [152].

Les facteurs responsables de I'oxydation des LDL-oxydées dans le cadre du
développement d’'un diabéte de type 2 ne sont pas encore bien déterminés.
Seulement, plusieurs publications rapportent que de fortes concentrations en glucose

peuvent étre responsables de la modification des LDL [153]-[155].

Les LDL-oxydées font partie intégrante des facteurs de stress pouvant
participer au développement d’'un diabéte de type 2. Par ailleurs, une étude a montré
que les cellules béta pancréatiques expriment le récepteur au LDL-oxydées, le
récepteur CD36 [156]. Cette méme étude montre que les LDL-oxydées ont un réle
néfaste sur I'expression et la sécrétion d’insuline en réponse au glucose dans une
lignée cellulaire béta pancréatique. Une étude supplémentaire montre le rdle pro-

apoptotique des LDL-oxydées sur la cellule béta [151].
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Les LDL-oxydées agissent entre autres via l'activation des JNKs qui elles-
mémes activent le facteur de transcription AP-1, responsable d’une diminution de
'expression de [linsuline et impliquées dans la régulation des phénoménes
d’apoptose [151]. D’autre part, les LDL-oxydées sont responsables de l'activation du
répresseur ICER (Inducible cAMP early repressor) dans la cellule béta, ICER étant
impliqué dans I'apoptose de ces cellules et inhibant I'expression de certains génes tel
que celui de linsuline [157], [158]. Par ailleurs, les LDL-oxydées ont été montrées

comme étant responsables d’un stress oxydatif dans les cellules [158].
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C. Thérapie actuelle du diabéte de type 2

La prise en charge d’'un diabéte de type 2 intervient avant tout sur le style de vie
du patient. Une bonne alimentation et une activité sportive réguliere permettent de
limiter le développement de ce diabete. Cependant, il arrive que ces différentes
actions préventives se révelent inefficaces et que des traitements médicamenteux
soient prescrits. L'offre médicamenteuse développée jusqu’a aujourd’hui agit sur les
tissus cibles de linsuline en augmentant leur sensibilité a l'insuline ou surtout en
limitant I'absorption au niveau de l'intestin de glucose ainsi que la production de
glucose par le foie. Ces médicaments peuvent aussi agir sur les cellules béta en

stimulant la sécrétion d’insuline et en favorisant leur survie.

Le premier groupe de médicaments contient deux types de molécules : les
biguanides et les inhibiteurs de I'a-glucosidase. lls agissent principalement au niveau
du foie et de l'intestin. Parmi les biguanides, le plus connu est la metformine qui agit
sur le foie en inhibant entre autres la neoglucogenése. Les inhibiteurs de l'a-

glucosidase agissent sur la digestion des sucres [159].

Le deuxieme groupe agit sur la cellule béta pancréatique, il comporte entre
autres les sulfonylurées, les glinides, les gliptines et les mimétiques du GLP-1. Les

sulfonylurées et les glinides jouent sur la sécrétion d’insuline [159].

Les mimétiques du GLP-1 ont quant a eux une action plus variée et agissent
sur plusieurs organes différents. Au niveau du pancréas endocrine, ils stimulent la
sécrétion d’insuline et diminuent celle du glucagon mais ils peuvent retarder la
vidange gastrique et augmenter la satiété. Parmi les agonistes du récepteur au GLP-
1, on retrouve principalement I'exendine-4 et le liraglutide. La classe des gliptines
représentent les inhibiteurs du DPP-4 (Dipeptidyl peptidase 4). Ces derniers
déegradent le GLP-1 et le GIP, ainsi ces inhibiteurs augmentent la durée de vie de ces

hormones [159].
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lll. ROLE DES SERINE-THREONINE KINASES (STKYS)
DANS LE CONTROLE DE LA FONCTION ET DE
LA MASSE DES CELLULES BETA
PANCREATIQUES

A. Généralités

La régulation de tous les mécanismes mis en place par la cellule béta pour
parer aux différents événements physiologiques ou pathologiques, croissance,
grossesse et développement d'un diabéte, passe par I'activation de voies de
signalisation. Ces dernieres impliquent dans un premier temps I'activation d’enzymes
intracellulaires qui vont ensuite moduler I'expression de génes dans le noyau, on
parle alors de « cascades de signalisations ». En général, I'activation des enzymes
survient rapidement en réponse a [lactivation de récepteurs membranaires
provoquée par des stimuli tels que des facteurs de croissance, des hormones ou

certains nutriments.

Les Sérine-Thréonine Kinases (STKs) représentent une classe d’enzymes
impliquées dans la réponse cellulaire au cours de la maturation postnatale et de la
compensation des cellules béta pancréatiques. Parmi les enzymes au centre des
signalisations induites dans les mécanismes physiologiques liés au métabolisme, on
retrouve notamment la sérine-thréonine kinase Akt, les protéines kinases C (PKC) ou
encore les kinases de la famille des MAPK. L’activation de ces enzymes est induite
par des nutriments (glucose, acides gras) et des hormones (GLP-1). [59], [160]-
[162].
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B. Les MAPKs

1. La famille des MAPKs

Les MAPKSs représentent une famille de sérine-thréonine kinases, transférant
un groupement phosphate a des résidus sérines ou thréonines flanqués d'un
groupement proline en position carboxy-terminale. Elles constituent un groupe

d’enzymes connues et conservées au cours de I'évolution.
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Cette famille est composée des kinases ERK1/2, ERK5, JNK1/2/3 et p38a/fB/yd
qui sont activées en réponse a des stimuli extracellulaires (Figure 12). L’activation se
fait au sein d'un complexe protéique : une MAPK kinase kinase (MAP3K)
phosphoryle une MAPK kinase (MAP2K) qui phosphoryle a son tour une MAPK.
Cette cascade d’activations se produit au sein d’'une protéine d’échafaudage
(Figure 13). La double phosphorylation du motif Thr-Pro-Tyr est nécessaire a
I'activation de ces kinases. Une fois activées les MAPKs phosphorylent leurs
substrats, parmi eux se trouvent des facteurs de transcription tels que Elk-1, c-jun,

ATF-2, SAT [164]. (Figure 12 et 13)
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2. Rbles dans la cellule béta

a. ERK1/2

Le role des MAPKs a beaucoup été étudié dans la cellule béta. Les kinases
ERK1 et ERK2 ont été montrées comme étant protectrices et importantes pour
I'expression et la sécrétion d’'insuline en réponse au glucose. Le modéle de souris
« knock-out » pour ERK2 n’est pas viable et son inhibition dans un modele de lignée
de cellules béta pancréatiques provoque la mort de ces cellules. Le modele de souris
« knock-out » pour ERK1 a permis de mettre en évidence le role central des MAPKs
ERK1 et ERK2 dans la signalisation induite par le glucose impliguée dans la survie

cellulaire et dans la sécrétion de l'insuline [165], [166].
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b. P38

Au contraire des voies ERK1 et ERK2, la voie de la MAPK P38 est
particulierement étudiée pour son rble dans [l'apoptose des cellules béta
pancréatiques en réponse a différents stress tels que la lipotoxicité et le stress
oxydatif. Il a été montré que les hormones GIP et GLP-1 exercent leurs effets

bénéfiques sur la cellule béta via une inhibition des voies p38 [167].

Cependant, d’autres publications accordent a p38 un rble dans la sécrétion
d’'insuline par un impact sur la stabilisation du facteur de transcription PDX-1. En
effet, p38 régule positivement I'expression de PDX-1. De plus, une interaction et une
phosphorylation entre p38 et PDX-1 a été mise en évidence dans un modéle de

lignées cellulaires beta pancréatiques. [168]

C. JNKs

1. Caractéristiques des différentes JNKs

Les JNKs constituent une famille trées conservée de sérine-thréonine kinases.
On distingue 3 JNKs, JNK1 (MAPKS8), JNK2 (MAPK9) et JNK3 (MAPK10), codées
par trois genes distincts. Dix isoformes différentes ont été caractérisées, résultant de
I'épissage alternatif de ces trois génes, donnant des protéines de 46 a 55 kDA par
une extension en C-terminal [169]. Ces différentes isoformes possedent 85 %
d’homologie dans leurs domaines catalytiques. Le géne codant I'isoforme JNK3 a un
codon ATG supplémentaire en N-terminal qui lui confére une extrémité N-terminale
plus longue [169]. Cette extrémité lui attribue une spécificité et lui permet par

exemple d’interagir avec la protéine d’échafaudage B-arrestine 2 [170]. (Figure 14).
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Ces trois JNKs ont des profils d’expression et des réles différents, voir opposeés.

Les isoformes JNK1 et JNK2 sont ubiquitaires contrairement a JNK3 dont

'expression se limite a quelques tissus, en particulier au tissu neuronal, au tissu

testiculaire et au pancréas endocrine. De plus au sein du tissu neuronal, le profil

d’expression des 3 JNKs, JNK1/2/3 est variable. Les isoformes JNK1 et JNK2 sont

les plus représentées chez l'adulte et marquent les mémes régions, tandis que

I'expression de JNK3 est plus sélective et se limite a quelques régions telles que le
noyau endo-piriforme et I'habenula mediale [171]. Chez le nouveau-né, le profil

d’expression de JNK2 est semblable a celui chez 'adulte, alors que celui de JNK3

varie, avec une forte expression chez le nouveau-né et une diminution de son
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expression chez [ladulte. Par ailleurs, durant les différentes étapes du
développement, on observe une régulation du niveau d’expression de JNK2 et JNK3

ainsi que de la région ou ces kinases sont exprimées [171].

Les JNKs sont connues pour étre des médiateurs de la réponse cellulaire aux
stress tels que les UV, le stress oxydatif, I'hnyperglycémie, I'hyperlipidémie chronique,
les cytokines pro-inflammatoires ou encore des polluants comme le bisphénol [172].
La cible la plus connue des JNKs est le facteur de transcription c-jun impliqué dans le
complexe AP-1 qui est formé de c-jun et c-fos. En plus de c-Jun, les JNKs ont aussi
pour cibles les autres membres de la famille des Jun ainsi que le facteur de
transcription ATF.

Par ailleurs, selon l'isoforme des JNKs, I'affinité pour leur substrat peut différer.
Par exemple, il a été montré dans une étude que les isoformes JNK2B31 et JNK2[32
se lient plus facilement a ATF2 qu’a c-jun. Inversement, JNK2a1 et JNK2a2 se lient
plus facilement a c-jun qu’a ATF2 [173]. Cette derniére étude indique aussi qu’aux
concentrations physiologiques, une seule des isoformes est capable d’activer

spécifiqguement un substrat et donc d’induire une réponse cellulaire précise [173].

De plus, selon le modéle, le type cellulaire, la durée d’activation et surtout
'isoforme, le role des JNKs peut-étre soit protecteur soit proapoptotique pour la
cellule. En effet, une étude publiée dans Molecular Cell, indique qu’une heure
d’activation des JNKs par le TNF-a induit des signaux de survie dans la cellule tandis
gu’une activation plus longue induit des signaux pro-apoptotique [174]. Les temps
courts d’activation des JNK sont corrélés avec des phénomeéenes de survie et de
résistance a différents stress [175], alors qu’une activation plus longue de ces
kinases induit 'apoptose des cellules. Ces réponses opposees temps-dépendantes,
ont été observées dans différentes conditions de stress cellulaires telles que le TNF-
a, le stress lié aux dommages a I'ADN ou encore le stress du réticulum
endoplasmique [176]-[178].
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2. Mécanisme d’activation et cibles des JNKs dans un

contexte d’insulino-résistance

De nombreuses études montrent I'implication de ces MAPKs dans le
développement du diabéte de type 2 et ses complications. L’activation des JNKs est
a ce jour particulierement étudiée dans la résistance a l'insuline qui se développe en

paralléle de I'obésité.

Les souris « knock-out » pour JNK1 et pour JNK2 sont protégées de I'insulino-
résistance qui se développe a la suite d’un régime riche en lipides. La suppression
de JNK1 prévient la prise de poids ainsi que la stéatose hépatique. La suppression
de JNK2 dans un modéle de souris obéses non diabétiques (NOD) réduit
I'hyperglycémie. [179]-[181].

Les mécanismes par lesquelles JNK1 et JNK2 interviennent dans l'insulino-
résistance due a l'obésité sont variés. Des publications montrent que les JNKs
peuvent phosphoryler les récepteurs a linsuline IRS1 et IRS2 en ser-307, site
inhibiteur, dans les hépatocytes et les adipocytes, inhibant ainsi I'action de l'insuline
[182], [183]. Les JNKs régulent aussi négativement l'activitt de PPARa dans les
hépatocytes [184].

3. Les JNKs et la cellule béta pancréatique

Dans la cellule béta pancréatique, JNK1 et JNK2 sont connues pour avoir des
effets déléteres. En particulier, ils régulent négativement I'expression de l'insuline et

induisent 'apoptose des cellules béta en réponse a différents stress.

L’'activation des JNKs par un stress oxydatif provoque la translocation du
facteur de transcription PDX-1 dans le cytoplasme. Cette translocation inhibe alors la
fonction de PDX-1 dans le noyau, PDX-1 étant un facteur de transcription régulant
'expression de gene nécessaire au maintien de l'identité de la cellule béta [185]—
[187]. L’inhibiteur des JNKs, le SP600125 a été montré comme augmentant
'expression du géne Pax6, ce dernier étant essentiel a la synthése et a la sécrétion
de l'insuline en réponse au glucose [188]. De méme, la phosphorylation de JNKs
augmente l'activité transcriptionnelle et le niveau de c-jun dans le noyau. Une

augmentation de c-jun provoque la formation d’'un complexe AP-1 qui agit en tant
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que répresseur de I'expression du géne de la pré-proinsuline [189].

La majorité des études effectuées sur les JNKs et la cellule béta évoquent le
réle pro-apoptotique des JNKs. En effet, les JNKs sont des médiateurs de I'apoptose
induite par un grand nombre de facteurs, tels que le stress oxydatif, les cytokines (IL-
18 et TNF-a), les dépdts d’amyloides, I'hyperglycémie chronique, les LDL-oxydées
ou encore le palmitate [151], [190]-[195]. Plus récemment, I'activation des JNKs a
aussi été montrée comme liant le stress oxydatif au stress du réticulum

endoplasmique et induisant I'apoptose des cellules béta [135].

4. Focus sur lisoforme JNK3

L’isoforme JNKS3 est particuliere, dans sa structure et par son expression limitée
a quelques tissus : le tissu neuronal, le tissu testiculaire et le tissu pancréatique
[162]. De plus, son rble dans le tissu neuronal, ou JNK3 a été montrée comme étant
impliquée dans des maladies neurodégénératives est a 'opposé de son role dans la

cellule béta pancréatique dans laquelle son expression est bénéfique [162], [196].

Plusieurs études montrent I'effet bénéfique de I'absence de JNK3 dans le tissu
neuronal. En effet, son absence protege les neurones de la mort induite par
I'axotomie et ce d’'une fagcon indépendante du facteur de transcription c-jun [197]. De
méme, JNK3 est impliqué dans l'apoptose des neurones dopaminergiques et
I'inhibition de la signalisation B-arrestine2/JNK3 protége les neurones lors de
reperfusions ischémiques [198]. Un modéle de souris invalidées pour le gene Jnk3
montre une protection contre la mort neuronale [199]. Inhiber I'expression de JNK3
réduit la phosphorylation de c-jun, I'activation de la protéine apoptotique Bim (Bcl-2-
like protein 11) et I'expression de Fas et protége donc contre les lésions cérébrales
aprés une ischémie induite par hypoxie [200]. Ainsi, les cibles de JNK3, varient selon

le stress induit.

Plusieurs facteurs régulent 'activation de JNK3. Par exemple la CDK5 réduit
'apoptose des neurones en inhibant I'activation de JNK3 [201]. Une autre étude

indique que le GABA peut aussi inhiber la voie apoptotique impliquant JNK3 [202].

En somme, dans le tissu neuronal, JNK3 est un médiateur de stress induisant

'apoptose des neurones. Elle suscite donc de nombreuses recherches dans le
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développement de plusieurs maladies neurodégénératives telles que la maladie
d’Alzheimer, la maladie de Parkinson ou la maladie d’Huntington [196]. Elle
représente donc une cible thérapeutique importante dans la recherche contre ces

pathologies.

De plus, on a attribué un réle a JNK3 dans la différenciation neuronale via la
phosphorylation négative d’APP (amyloid precursor protein) [203]. Une étude datant
de 2003 met en paralléle le role de JNK3 dans la mort cellulaire mais aussi dans le
développement. En effet, la transfection de JNK3 augmente 'apoptose induite par les
UV. Mais dans un méme temps, I'expression de JNK3 augmente la longueur des
neurites lors de la différenciation cellulaire induite par le NGF (nerve growth factor)
[204].

Dans la cellule béta pancréatique, on lui attribue un tout autre rdéle. En effet
contrairement a JNK1 et JNK2, JNK3 protége les cellules béta contre I'apoptose
induite par les cytokines pro-inflammatoires [162], [205]. De plus, son expression est
nécessaire aux effets bénéfiques de I'exendine 4, analogue du récepteur au GLP-1
sur la cellule béta [205]. Cette hormone augmente I'expression de JNK3 dans la
lignée béta pancréatique INS-1E ainsi que dans des ilots de Langerhans humains
[205]. Dans ces derniers, I'expression de cette isoforme pourrait constituer un

marqueur de qualité lors de la transplantation d’ilots [206].

JNKS est aussi importante pour la signalisation de l'insuline au sein de la cellule
béta. En effet, elle est nécessaire au maintien de I'expression du géne Irs2, et donc
de la phosphorylation d’Akt, FOXO3A et GSK3 qui sont des signalisations

indispensables a la fonction de la cellule béta pancréatique [207].
D. MAP3K12 (DLK)

DLK (Dual Leucine Zipper Kinase) est aussi appelée MAP3K12. Elle est une
MAP3K appartenant a la famille des MLK (Mixed Lineage Kinase). DLK est une
protéine de 130 kDa composée d’un unique domaine catalytique, de deux motifs «
leucine/isoleucine zipper » et de domaine NH-terminal et COOH-terminal riche en
glycine et proline [208]. (Figure 15). DLK est principalement exprimée au niveau du

systeme nerveux central ou son réle peut-étre soit anti-apoptotique soit au contraire
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pro-apoptotique [209], [210]. Cette MAP3K exerce ses effets via les cascades de
signalisations des JNKs et de P38 et via I'activation des MAP2K, MKK7 et MKK4 au
sein de protéines d’échafaudages [209], [211], [212].

JIP binding sites
56-65 127/__/\375 387-415 523 859

|
Human DLK —— -—L L - '

440-467
Glycine-proline Kinase Leucine zipper  Glycine-serine-proline
rich domain domain domain rich domain

Figure 15 : Structure protéique de la Dual Leucine Zipper Kinase (DLK). [213]

Des études montrent que I'expression et I'activation de DLK sont nécessaires
pour transmettre les signaux permettant la régénération axonale. Dans ce contexte,
DLK exerce son effet via I'activation de la voie des JNKs [210], [214]. De plus, une
autre étude montre que la cascade de signalisations formée de DLK, MKK4 (MAP2K)
et P38 est aussi nécessaire au développement du systéme nerveux ou elle est
impliguée dans des processus de reformations axonales suite a des lésions
cérébrales [215]. Enfin, des études chez la souris montrent que DLK est aussi
impliquée dans le développement cérébral au cours de la période embryonnaire. Ce

réle nécessite I'activation des JNKs [216].

DLK est aussi impliguée dans des processus pro-apoptotiques telle que la
dégénérescence neuronale [209]. Il a été montré dans une étude que DLK active la
voie des JNK et la protéine d’échafaudage JIP3, cette cascade est responsable de
'apoptose neuronale et de la dégérérescence axonale durant le développement
[209]. Un autre travail a mis en évidence le rble pro-apoptotique de la signalisation
DLK/JINK. Dans cette étude, cette signalisation est montrée comme responsable de
'apoptose des neurones via l'activation du facteur de transcription c-jun [217]. Dans
cette derniere étude, I'hypothése d’un rétrocontrole permettant d’amplifier le signal et
la stabilité de DLK par JNK est évoquée [217].

Le role de DLK dans la cellule béta pancréatique a été étudié par le groupe de

E.Oetjen. Cette équipe a mis en évidence un role néfaste de DLK dans la cellule
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béta. Ces publications montrent qu’'un traitement aux cytokines des cellules béta
induit une translocation de DLK vers le noyau. Dans le noyau, DLK inhibe I'activité du
facteur de transcription CREB qui est impligué dans le maintien de la masse de
cellule béta [218]. De plus, il a été montré que I'activation des JNKs par DLK induit
une phosphorylation inhibitrice sur mafA, un facteur de transcription important pour
'expression de linsuline, inhibant ainsi la production et la sécrétion de l'insuline
[219]. L'effet inhibiteur de DLK sur mafA et ainsi son r6le néfaste sur la cellule béta

ont été corrélés avec la localisation nucléaire de DLK [220].

Plus récemment, une étude transcriptomique effectuée dans des filots de rats
agés de 10 jours et dans des flots de rats adultes, montre une augmentation de
'expression de DLK dans les ilots de rats agés de 10 jours [38]. Ces résultats
suggerent un réle de cette sérine-thréonine kinase dans le développement de ces

Tlots immatures.
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OBJECTIES

. ROLE DES STKS DANS LE DEVELOPPEMENT
DE LA MASSE DES CELLULES BETA
PANCREATIQUES

Ainsi que nous lavons vu, les mécanismes mis en oeuvre lors du
développement postnatal pour mettre en place une masse de cellules béta
pancréatiques adultes fonctionnelles sont cruciaux. lls permettent de prévenir

'apparition d’un diabéte de type 2 a I'age adulte.

D’autre part, les STK jouent un réle central dans les signalisations permettant
d’aboutir au maintien de la cellule béta. Trés récemment, I'étude transcriptomique
effectuée dans des filots de rats &gés de 10 jours et dans des filots de rats adultes a
mis la lumiere sur la sérine-thréonine kinase DLK. En effet, cette derniére est
surexprimée dans des flots de rats au cours du développement postnatal. Nous
posons alors I'hypothése du role de cette MAP3K dans le développement de la
masse de cellule béta.

Actuellement peu d’études ont été effectuées quant au role de DLK dans la
cellule béta pancréatique. C’est pourquoi I'un des principaux objectifs de mes travaux
de thése était d’identifier le r6le de DLK dans la cellule béta pancréatique au cours

du développement.
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. ROLE DES SERINE-THREONINE KINASES DANS
L’EFFET DELETERE DE FACTEURS
DIABETOGENES SUR LA CELLULE BETA
PANCREATIQUE

Parallelement a mon premier axe de recherche, jai pu au cours de ma thése

participer activement a une autre étude effectuée au laboratoire.

Dans cette étude nous nous sommes intéressés aux mécanismes impliqués
dans le déclin de la cellule béta pancréatique lors du développement d’un diabéte de
type 2. Parmi les différents facteurs diabétogénes impliqués, nous nous sommes
intéressés au LDL-oxydées. La modification des LDL est associée a l'intolérance au
glucose et au diabéte. De plus, le dysfonctionnement des cellules béta par les LDL-
oxydées survient par l'activité des JNKs [151]. La culture des cellules béta avec un
inhibiteur de JNK protége les cellules de la mort induite par les LDL-oxydées.

Quelques travaux indiquent le role du stress du réticulum endoplasmique (RE)
dans les mécanismes activant les JNKs. Le stress du RE survient lorsque la
maturation et le repliement des protéines ne se font plus correctement. Par ailleurs,
de nombreux facteurs diabétogénes tels que les acides gras libres et I'hyperglycémie
chronique activent les trois voies du stress du RE. Nous supposons ainsi que
I'activation des JNKs et les effets déléteres des LDL-oxydées résultent du stress du
RE.

L’objectif de cette étude est alors de déterminer le rble du stress du RE dans

les effets dus aux LDL-oxydées dans les cellules béta pancréatiques.
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MATERIELS ET
METHODES

|. MODELES UTILISES

A. llots de Langerhans

L’ensemble des rats utilisés dans cette étude sont des Sprague Dawley issus
des laboratoires Janvier. Voici les étapes de la technique d’isolement d’ilots de
Langerhans : Les rats sont tués par décapitation puis les pancréas sont prélevés et
digérés par de la collagénase de type P (Roche, 11213873001) a 1 mg/ml pendant 5
minutes sous forte agitation pour les rats nouveau-nés (1 jours - 15 jours) ou a 2
mg/ml durant 60 minutes a 37°C sous faible agitation pour les rats adultes (< 15
jours). La digestion des pancréas est stoppée par I'ajout d’'une solution de lavage :
Hanks Balanced Salt Solution HBSS (Life Technologies, 14065072) supplémentée
par 5 % de SVF (Sérum de Veau Foetal décomplémenté) et 1% d’ acide 4-(2-
Hydroxyéthyl)-1-Pipérazine Ethane Sulfonique (HEPES) (Sigma-Aldrich, H3375).
Apres centrifugation (150g, 1min), le culot est resuspendu a I'aide d’'une aiguille (4 G)
puis filtré a travers une passoire. Les ilots sont ensuite séparés a 'aide d’'un gradient
de densité d’Histopaque (Sigma-Aldrich, 11191-6). A la fin de la séparation, les ilots
sont prélevés a la main sous microscope (handpicking). Une fois récupérés, les ilots
sont mis en culture dans du milieu RPMI 1640 Glutamax (Life Technologies,
61870044) supplémenté par 10% de SVF, auquel est ajouté 100 Ul de pénicilline et
100 pg/ml de streptomycine (Life Technologies, 15140122) et 1 mM de sodium
pyruvate (Life Technologies, 11360039), milieu RMPI complet.

Le protocole d’isolement d’ilots de souris est semblable a celui utilisé pour le

rat.
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La dispersion des cellules d’llots de rats est réalisée aprés un nouveau «
handpicking » suivi d’'un lavage par une solution de PBS (Phosphate Buffered Saline,
Life Technologies, 14200083). Les cellules sont dispersées par de la trypsine-ETDA
0.5X (Life Technologies, 15400-054) a 37°C pendant environ 8 minutes. L’action de
la trypsine est stoppée par ajout de milieu RPMI complet. La suspension cellulaire
est centrifugée (300g, 5min), puis le culot cellulaire est mis en suspension dans du
milieu de culture. Le nombre de cellule obtenues est déterminé a I'aide d’'une cellule
de numération Neubauer, puis les cellules sont ensemencées en fonction des

différentes expériences prévues.

Les manipulations effectuées sur les ilots humains ont été réalisées au sein du
laboratoire du Pr.Pattou (UMR 1190, Lille, France).

B. Lignées cellulaires

Les études sont effectuées sur les lignées cellulaires béta pancréatiques de rat
: INS-1E et de souris : MIN6, a des passages compris entre 20 et 30. Les cellules
INS-1E sont cultivées dans du milieu RPMI 1640 Glutamax supplémenté par 10 % de
SVF, auquel est ajouté 100 Ul de pénicilline et 100 pug/ml de streptomycine, 1 mM de
sodium pyruvate et 50 uM de béta mercapto—éthanol (Life Technologies, 31350010).
Les cellules Min6 sont cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium. Life Technologies, 31966047) supplémenté par 10% de SVF auquel est
ajouté 100 Ul de pénicilline et 100 pg/ml de streptomycine et 50 uM de béta

mercapto-éthanol.
C. Transfection des cellules

L’extinction de I'expression de DLK et JNK3 se fait par transfection de siRNA.
Cette méthode consiste a intégrer des séquences nucléotidiques complémentaires
d’'un ARN messager dans des cellules. Celles-ci vont alors se lier a un complexe

RISC (RNA-induced silencing complex) qui va dégrader TARNm cible.

La transfection des siRNA est effectuée par lintermédiaire du transfectant
Lipofectamine® RNAimax (Life Technologies, 13778075). Brievement, 24 heures

aprés ensemencement, une solution de mix de transfection est ajoutée aux cellules.
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Ce mix de transfection est réalisé selon les recommandations du fournisseur. Un
SiRNA contrdle (siGFP) est réalisé en paralléle, afin de ne pas prendre en compte la
diminution d’expression de protéines due a la mort des cellules transfectées, ni les

effets éventuels sur I'expression d’autres protéines.
Les séquences nucléotidiques des siRNA utilisés sont les suivantes
- siGFP (Microsynth) : 5 GAC GUA AAC GGC CAC AAGUUGTT ¥
- siJNK3 (Microsynth) : 5° AGC GGA UGU ACU AGC UTT 3’

- siDLK (Micosynth) : 5 AUA CGA CGA UGU GGU GAA GAU CUC dTdT &
D. Traitement

Le traitement a 'exendine 4 (Sigma, E7144) se fait a une concentration de 50

nM dans du milieu RPMI complet.

Le traitement des cellules par le mix de cytokines se fait pendant 1 heure aux
concentrations suivantes : 1I-18 (Sigma-Aldrich, 19401) a 10 nM, TNFa (Sigma-
Aldrich, T6674) a 15 nM, IFNy (Sigma-Aldrich, 13265) a 15 nM.

Les LDL plasmatiques (densité 1.063) et les HLD ont été préparés comme
décrit dans la revue [151]. L’oxydation des LDL est faite par incubation d’'une solution
de LDL dans du PBS a 1 mg/ml et 5 uM de CuSO4 a 37°C durant 6 a 8 heures.
L’'oxydation des LDL est vérifiée par la détermination du contenu en lipides
peroxydés et le degré d’oxydation est évalué par le taux d’électromobilité sur gel
d’agarose. Une fois ces paramétres vérifiés, les cellules sont traitées par 2 mM de
LDL-oxydées.

Le traitement des cellules par le 4-phenylbutyric acid (PBA, St.Louis, MO) se
fait & une concentration de 2.5 mM pendant 48 heures. Le traitement des cellules par
le N-acetylcystein (NAC, St.Louis, MO) se fait a 1mM et par de la thapsigargine
(St.Louis, MO) a 1 uM.
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E. Test de sécrétion d’insuline

Les cellules dispersées d’ilots de rats sont ensemencées dans des plaques 96
puits a raison de 80 000 cellules par puits soient 240 000 cellules/cm2. Le test de
sécrétion d’insuline est effectué 48 heures aprés les différentes transfections. Dans
un premier temps une étape de bas glucose et de privation des cellules en SVF est
effectuée. Cette étape s’effectue dans un tampon KREBS (127 mM NaCl (Dutscher,
91560), 4.7 mM KCI (Sigma-Aldrich, P9541), 1mM CaCl2 (Sigma-Aldrich, C5670),
1.2 mM KH2PO4 (Sigma-Aldrich, P5655), 1.2 mM MgSO4 (Sigma-Aldrich, M7506),
25mM HEPES, 5 mM NaHCO3 (Sigma-Aldrich, S5761)) a 0.1 % de BSA (g/v)
(Sigma-Aldrich, A4503). Les cellules sont ensuite exposées a différentes conditions
dans le tampon KREBS a 0.1 % de BSA (g/v) durant 45 minutes, soit a du bas
glucose (Sigma Aldrich, G7021) : 2 mM, soit a du haut glucose : 20 mM, soit a 10mM
de leucine (Sigma Aldrich, L8000). Les surnageant sont prélevés et stockés a -80°C.
Au final, le contenu intracellulaire est aussi récupéré par une lyse cellulaire effectuée
a laide d’'un tampon eau 23.5% - éthanol 75% (Sigma-Aldrich, 2860) -HCI 1.5%.
(Sigma-Aldrich, 84415) a 4°C durant 16h. L’insuline est ensuite dosée par I'utilisation
d’un kit ELISA Ultrasensitive Insulin Rat (Mercodia, 10-1250-01).

IIl. ANALYSE DU NIVEAU D’EXPRESSION GENIQUE

A. Extraction et dosage des ARN

Les ARN sont extraits par le kit RNeasy micro Kit (Qiagen, 74104). Tout
d’abord, les cellules sont lysées dans le tampon QIAzol, puis du chloroforme (Sigma-
Aldrich, C2432) est ajouté afin de permettre la séparation des phases. La phase
agueuse supérieure est récupérée et passée a travers la membrane « RNeasy
minElute spin column » fixant les ARNs. Des lavages successifs de la membrane
sont réalisés par les différents tampons du kit : RWT et RPE, puis par de I'éthanol
80% (v/v). L’élution des ARNs se fait par ajout d’eau Ultra Pure RNase DNase Free
(Life Technologies, 10977049).
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Afin d’estimer leur concentration et leur pureté, les ARNs sont dosés par
spectrophotométrie UV a l'aide du spectrophotometre NanoDrop ND-1000 (Labtech,
France).

B. Rétrotranscription

La rétrotranscription permet d’obtenir de ’TADN complémentaire (ADNc) simple
brin a partir dARN messager. Une amorce poly dT (Roche, 11034731001) se fixe a
la queue de poly A de ’'ARNm et l'activité enzymatique d’'une transcriptase inverse
permet la synthése de 'ADNc correspondant. Pour chaque échantillon, 1 ug d’ARN
total a été rétrotranscrit selon les instructions du fournisseur (Invitrogen, 28025-013,
10216-018, 10217-016, 10218-014, 10219-012, 8080119). En paralléle un contrble
négatif de rétrotranscription est réalisé en remplagant le volume d’ARN par de I'eau
Ultra Pure RNase DNase Free. Le programme de rétrotranscription est le suivant : 5

minutes a 20°C, 60 minutes a 37°C, puis 10 minutes a 95°C.
C. PCR quantitative

La PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitative est une technique qui permet
de suivre en temps réel 'amplification d’'une séquence d’ADN donnée. Un cycle de
PCR est composé de trois étapes : la dénaturation du double brin d’ADN (5 seconde
a 95°C), 'hybridation des simples brins d’ADN avec les amorces sens et anti-sens
spécifiques (Tableau 2) (20 secondes a 60°C) et I'élongation du brin d’ADN (5
secondes a 72°C). Apres activation de la Taq polymérase (30 seconde a 95°C), 40
cycles de PCR sont réalisés. La multiplication du nombre d’amplicons produits est
suivie par la mesure directe de la fluorescence émise par le SYBR Green a chaque

fin de cycle, a l'aide du thermocycleur CFX96 (BioRad, France). L

Le mix de PCR, réalisé selon les instructions du fournisseur (Bio-Rad,
1725275), contient : 25 ng d’ADNc et 250 nM de chaque amorce. En paralléle un
contréle négatif de la PCR quantitative est réalisé en remplagant le volume d’ADNc

par de I'eau Ultra Pure RNase DNase Free.
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G SEQUENCE 5 —-3 * Gt SEQUENCE 5’ -3 ¢
dik Forward : GGCATGAATTACCTGCACCT Kir6.2 | Forward : TACCACGTCATCGACTCCAA
Reverse : CCTGCAAAGGACATCTTGGT ' Reverse : CAGAGTGGTGTGGGCACTTT
mipo | Forward : ACCTCCTTCTTCCAGGCTTT Nkx | Forward : CTGCAGCACATGCAATACAA
Reverse : CCCACCTTGTCTCCAGTCTTT Reverse : AGTCGATGGAATCTGCCACT
tbp Forward : CGTGCCAGAAATGCTGAATA sntg | Foward : GAGGCAGGAGCCATCTATCA
Reverse : CTGGTGGGTCAACACAAGG Reverse : GAAGGGGGCCTTGAAGATAA
cfos | Forward : GGGAGTGGTGAAGACCATGT Gk Forward : CTGGGCTTCACCTTCTCCTT
Reverse : CAACGCAGACTTCTCGTCTT Reverse : ATTGCCACCACATCCATCTC
cun | Forward : AGTCTCAGGAGCGGATCAAG Glutz | Forward : CTTCATTCTGGGCAATCAGG
Reverse : CTCTGTCGCAACCAGTCAAG Reverse : CGCCTCTTCCTTTTCTTTCC
bolz | Forward : AGCGTCAACAGGGAGATGTC Insz | Forward : CAGCACCTTTGTGGTTCTCA
Reverse : CGTTGCAAAGAAACAGGACA Reverse : AGTGCCAAGGTCTGAAGGTC
bim | Forward : GCCCCTACCTCCCTACAGAC sz | Forward : GTGGGTTTCCAGAACGGCCT
Reverse : ATTGAACTCGTCTCCGATCC Reverse : TGAGCAGCGTTGGTTGGA
Bad | Forward : AAGTCCGATCCCGGAATCC mafa | Foward :CTTCAGCAAGGAGGAGGTCATC
Reverse : GCTCACTCGGCTCAAACTCT Reverse : GCGTAGCCGCGGTTCTT
Giis | Forward : GCAACAAGCAAGGAAAAAGC Jnk3 | Forwar : CGTGGACATATGGTCTGTGG
Reverse : GGGGCTCCCCTGTACATTAT Reverse : AGGTGAGGCCTGCATACTTG
Cdka | Forward : TCAGCACAGTTCGTGAGGTG px1 Forward : CCGCGTTCATCTCCCTTTC
Reverse : CAATGCAGTTTGCATGAAGG Reverse : TGCCCACTGGCTTTTCCA
cdknla Forward : CTGTTCCACACAGGAGCAAA
Reverse : GGAGGTACTGGGCCTCTTG
cdkn2a | Forward : GCAGCTCTCCTGCTCTCCTA
Reverse : GCGTGCTTGAGCAGAAGTTA
cdkn2c | Forward : CTTGGGAATCCGGAGATTG
Reverse : CAGTGTCCAGGAAACCTGCT
cendl Forward : AGCAGAAGTGCGAAGAGGAG
Reverse : GAGCTTGTTCACCAGAAGCA
cendz2 | Forward : GACTGCGGAAAAGCTGTGTA
Reverse : TGCTCAATGAAGTCGTGAGG

Tableau 2 : Liste des amorces

Les amorces des ARNm des génes du réticulum endoplasmique sont décrites

dans larevue : [221].
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D. Quantification

La méthode utilisée pour la quantification des résultats est la méthode dite des
AACt, qui est une méthode de quantification relative normalisée par un géne de

contrble.

La quantification repose sur les Ct (Cycle Threshold) qui correspondent aux
nombres de cycles nécessaires pour atteindre un signal de fluorescence seuil. Plus
le gene est exprimé, plus le nombre de cycles nécessaires pour atteindre le signal
seuil est faible.

Tout d’abord, une condition est définie comme étant la condition témoin puis le
ACt est calculé par I'opération suivante : Ct d’'un échantillon — Moyenne des Ct des
échantillons de la condition témoin. Le AACt est alors calculé de la maniére suivante

: ACt géne d’intérét — ACt géne de contréle.

Le AACt permet le calcul des quantités relatives par I'opération suivante : 2
puissance (-AACt). Par cette méthode, la moyenne des quantités relatives de
'ensemble des échantillons de la condition témoin est supposée valoir 1 cependant
la variation inter-échantillon au sein du groupe peut amener des variations. La
condition témoin est fixée a une valeur de 1 et la valeur de chaque échantillon est
ainsi normalisée par rapport a cette condition. Ensuite la moyenne des quantités
relatives des différents échantillons d'une méme condition est calculée ainsi que les
SEM.

Ill.  ANALYSE DES PROTEINES

A. Technologie du PAMGENE

L’analyse du kinome d’llots de rats a été effectuée grace au kit Serine
Threonine Kinase (STK) de la technologie PamGene International BV. 144
séquences peptidiques différentes, chacune contenant un motif sérine/thréonine et
corrélée a une ou plusieurs kinases, sont fixées a l'intérieur des pores tapissant une
membrane placée au fond de chaque puits d’'une puce STK. Ces peptides sont
regroupés en « cluster » selon leurs séquences. La Pamstation 12 (Pamgene
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International BV), grace a un systéeme de pompe, fait traverser I'échantillon a travers
les pores de la membrane de maniere cyclique, permettant ainsi aux kinases actives
de phosphoryler leurs peptides cibles. Cette réaction nécessite de I'ATP présent
dans le mix. Les peptides phosphorylés sont ensuite détectés par un anticorps anti-
rabbit-FITC reconnaissant un pool d’anticorps anti- phospho sérine-thréonine.
L’appareil contient une caméra 12-bit CDD permettant la lecture de la fluorescence.
Les images obtenues des puces phosphorylées sont quantifiées par le logiciel
BioNavigator (Pamgene International BV) et la liste des peptides dont la
phosphorylation est significativement différente entre les conditions analysées sont

téléchargée sur GeneGo pour I'analyse des signalisations.

Les protéines d’ilots isolés de rats ont été extraites a l'aide du tampon
d’extraction « M-PER mammalian » (Thermo Scientific, 78503) complété en
antiprotéases (Thermo Scientific, 87785) et antiphosphatases (Thermo Scientific,
78720) durant 20 minutes sur glace. Les lysats ont ensuite été centrifugés et les
surnageants sont récupérés, aliquotés et stockés a -80°C. 2 pg de protéines de

chaque échantillon ont été déposés avec une concentration finale d’ATP de 400nM.

B. Technique immunologique

1. Immunohistochimie

Les pancréas de rats agés de 10 jours sont récupérés et fixés dans une
solution de paraformaldéhyde (PFA) a 4% (Sigma-Aldrich, 47608). Les pancréas
sont ensuite envoyés au service histologique de la faculté de meédecine - podle
recherche, la plate-forme Bi-Cel, pour inclusion en paraffine et conditionnement sur

lame.

Les coupes vont d’abord étre déparaffinées par 2 bains de xyléne de 10
minutes suivis d’'un enchainement de bains d’éthanol de 100 % a 50 % (v/v). Aprés le
déparaffinage, les lames sont mises en contact avec une solution de citrate de
sodium chauffée pour I'étape dite de « récupération d'épitopes induites par la chaleur
». Les coupes de pancréas sont permeéabilisées par du triton X-100 (Dutscher,
91584) 0.1% durant 15 minutes et les sites aspécifiques sont bloqués par du «
protein block » (Diagomics, E17-100) durant 15 minutes. Les anticorps primaires sont
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incubés a 4°C pendant 16h, puis apres plusieurs lavages au PBS, les anticorps
secondaires couplés a un fluorochrome sont a leur tour incubés 1 heure a 4°C. Le
montage des lamelles est réalisé a l'aide d’'un kit de montage contenant du DAPI
(Vectashiled. Eurobio-Ingen, H-1200). Un microscope confocal est utilisé pour
'observation et la prise de photographie. Le détail d’utilisation des anticorps est

précisé dans le tableau 3.

2. Test de prolifération : Ki67

Le cycle cellulaire s’effectue via 'enchainement de quatre phases : G1, S, G2 et
M. Les techniques mesurant la prolifération cellulaire consistent principalement a
mesurer la présence des protéines impliqguées dans ces différentes phases du cycle.
Ici, la prolifération est détectée via la mesure du Ki67 [222]. Cette protéine est
présente dans les noyaux des cellules prolifératives mais n’est pas exprimée dans

les cellules quiescentes.

Les cellules dispersées d’ilots de rats sont ensemencées sur des lamelles pré-
traitées a la poly-lysine dans des plaques 24 puits a raison de 100 000 cellules par
puits soit 52 000cellules/cm2. Une fois les traitements effectués, les lamelles sont
rincées au PBS puis les cellules sont fixés par ajout de méthanol froid 10 minutes a -
20°C. Apres perméabilisation des cellules par une solution de PBS-Saponine
5mg/mL (Sigma-Aldrich, 84510) pendant 15 minutes a température ambiante, une
solution de PBS-Saponine 1% Bovine Serum Albumine (BSA) (Sigma-Aldrich,
A4503) est ajoutée durant 30 minutes afin de bloquer les sites aspécifiques. Les
anticorps primaires sont ensuite ajoutés durant 1 heure dilués aux concentrations
requises dans du PBS-Saponin-1%BSA. Apres trois lavages au PBS, les anticorps
secondaires dilués dans une solution d’eau-1%BSA sont déposés sur les cellules. Le
montage des lamelles se fait & l'aide d’'un kit de montage contenant du DAPI
(Vectashiled. Eurobio-Ingen, H-1200). Les lamelles sont ensuite lues par I’Axioscan
(ZEISS), un scanner de lames motorisé, puis analysées en collaboration avec la

plateforme BiCel. Le détail d’'utilisation des anticorps est précisé dans le tableau 3.
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3. Technique du TUNEL

La technique du TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeleling) permet de détecter les cellules apoptotiques en repérant la fragmentation
de 'ADN. La fragmentation de ’ADN fait partie des premiéres étapes de I'apoptose
et est caractérisée par la présence d’extrémité 3’OH libres de 'ADN. Ainsi, cette
méthode consiste a marquer ces extrémités. Brievement, les cellules fixées et
perméabilisées sont incubées avec le mélange de réaction du kit contenant les
terminal-deoxynucleotidyl-transferases (TdT) et le TMR-d-UDT (Terminal Red)
conjugué a de la fluorescéine. Durant la réaction, les TdT catalysent I'addition de
groupe TMR-dUTP aux extrémités 3’-OH libres sur les doubles et simples brins
d’ADN. La technique du TUNEL est réalisée a l'aide du kit In Situ Cell Death
Detection Kit, TMR red (Roche, 12156792910).

Les cellules dispersées d’ilots de rats sont ensemencées sur des lamelles pré-
traitées a la poly-lysine dans des plaques 24 puits a raison de 100 000 cellules par
puits soit 52 000cellules/cm2. Une fois les traitements effectués, les lamelles sont
rincées au PBS puis les cellules sont fixées pendant 1 heure dans une solution de
PFA 4% a température ambiante puis perméabilisées a I'aide d’une solution de triton
X-100 (0.5% vl/v, Dutscher, 91584). Le marquage TUNEL est réalisé selon les
recommandations du fournisseur. Les lamelles sont montées grace au kit
Vectashield contenant du DAPI puis scannées par I'Axioscan (ZEISS). L'analyse est

réalisée en collaboration avec la plate-forme BiCel.
4. Technique du western blot

a. Extraction des protéines totales

Aprés grattage des cellules dans du PBS et centrifugation de la suspension
cellulaire (300g, 5min, 4°C). Le culot cellulaire est repris dans un tampon de lyse
(20mM Tris Aceta Sigma-Aldrich, - 0.27M Sucrose Sigma-Aldrich, S9378 — 1% Triton
X-100 Dutscher, 91584 — 1mM EDTA Sigma-Aldrich, E6758 — 1mM EGTA Sigma-
Aldrich, 03777 — 50mM Sodium Fluoride Sigma-Aldrich, S7920 - 10mM
BetaGlycérophosphate Sigma-Aldrich, G5422) complété extemporanément par 1mM
DTT (Invitrogen, 707265ML), des antiprotéases (Roche, 11836170001) et
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antiphosphatases (Roche, 4906837001) . Aprés une incubation de 30 minutes sur
glace, la suspension est centrifugée (16000g, 15min, 4°C). Le surnageant contenant

les protéines est récupére et conserveé a -20°C jusqu’a utilisation.
b. Dosage protéique

Le dosage des protéines se fait selon la méthode de Bradford, une technique
colorimétrique. Le réactif de Bradford contient du bleu de Coomassie dont
'absorbance maximale passe de 470nm a 595nm lorsqu’il est lié aux acides aminés
basiques des protéines. Cette coloration est proportionnelle a la quantité de colorant
lié donc a la quantité de protéines présentes dans I'échantillon. La concentration
protéique est déterminée aprés lecture de I'absorbance a 595 nm a l'aide d’un
spetrophotomeétre (BioRad-Imark, France), par comparaison a une gamme étalon de

BSA réalisée en paralléle.
c. Immunoprécipitation

Pour 'immunoprécipitation la lyse cellulaire s’effectue dans un tampon de lyse
(Tris-Hcl 20 mM, NaCl 137 mM, Glycérol 10 %, Triton X-100 1%, EDTA 2 mM).
Aprés dosage des protéines, 2 mg de protéines sont mis au contact de billes
magnétiques sous rotation a 4°C durant 30 minutes, étape dite de « preclearing ».

L’échantillon protéique est ensuite récupéré et mis au contact d’1 pg de solution
d’anticorps durant une nuit. Puis des billes magnétiques (25 pl par conditions) sont
ajoutées pendant 90 minutes a 4°C sous rotation. Aprés plusieurs lavages successifs
les billes sont récupérées est du tampon Laemmli est ajouté, les billes sont ensuite

chauffées 5 minutes a 95°C (Paragraphe 111.C.d).
d. Western Blot

Le Western Blot est une technique permettant I'identification spécifique d’'une
protéine au sein d’'un échantillon, en fonction de son poids moléculaire et via un
marquage immunochimique. Cette technique comporte deux étapes. La premiere
étape consiste a séparer les protéines par électrophorese sur gel de polyacrylamide
par la technique de SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel

Electrophoresis). La deuxieme étape consiste a transférer les protéines du gel de
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séparation vers une membrane de nitrocellulose qui permettra le marquage

immunochimique.

La séparation des protéines s’effectue grace a un gel de concentration
(Acrylamide 4% (Dutscher, 091511), Tris 125mM (Dutscher, 091572), SDS 0.04%
(Sigma, L3771), Amonium Persulfate 0.08% (Sigma, A9164), Temed 0.004%
(Dutscher, 91574) ) et d’'un gel de séparation (Acrylamide 10%, Tris 375mM, SDS
0.2%, APS 0.1% et Temed 0.05%). Par échantillon, 30 ug de protéines mélangées a
du tampon Laemmli (Alfa Aesar, J60015) et préalablement dénaturée 5 minutes a
95°, sont déposées. La migration est réalisée dans un tampon Tris-Glycine-SDS
(Eurobio-Ingen, 51-11-02).

Le transfert est réalisé en milieu humide vers une membrane de nitrocellulose
(Bio-Rad, 1620112) en tampon Tris-Glycine (Eurobio-Ingen, 51-10-02). Les
incubations suivantes s’effectuent en tampon TBST : Tris-Buffered-Saline Tween 20
(Tris 50mM, 0.9% NaCl (Dutscher, 91560), 0.1% Tween 20 (Dutscher, 91585)). Les
sites aspécifiques de la membrane sont bloqués par une incubation d’'une heure sous
agitation a température ambiante en tampon TBST complété par 5% de lait écrémé
(Dutscher, 711160) Puis, la membrane est incubée une nuit a 4°C sous agitation
dans une solution contenant l'anticorps primaire. Ensuite, la membrane subit 3
lavages de 10 minutes et est incubée avec l'anticorps secondaire. Apres cette
incubation, la membrane est a nouveau lavée 3 fois avant la lecture. Les conditions
d’utilisation des anticorps primaires et secondaires sont précisées dans le tableau 3.
Les anticorps secondaires utilisés sont couplés a un fluorophore 700 ou 800nm. La
lecture est réalisée par un lecteur infra-rouge Odyssey de Li-Cor. Le détall

d’utilisation des anticorps primaires et secondaires est précisé dans le tableau 3.
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Immunochemicals

ANTICORPS FOURNISSEUR REFERENCE CONDITIONS
DLK Genetex GTX124127 1/1000° — TBST 5% BSA
Insulin DAKO A0564 1/100° — PBS
Glucagon Sigma-Aldrich G2654 1/100¢ - PBS
Ki67 Abcam Ab15580 1/700° — PBS-Saponin-1%BSA
Alexa Fluor 488nm Goatanti |\ ico Technologies | R37120 1/500° — Eau-1%BSA
mouse 1gG (H+L)
Alexa Fluor 594nm Goatanti | | o rechnologies | R37121 1/500¢ — Eau-1%BSA
mouse 1gG (H+L)
Alexa Fluor 488nm Goat anti i ' e 10
guinea-pig IgG (H+L) Life-Technologies A11073 1/500¢ — Eau-1%BSA
Alexa Fluor 594nm Goatanti | | it technologies | A11076 1/500° — Eau-1%BSA
guinea-pig 1gG (H+L)
a-Tubulin Sigma-Aldrich T5168 1/5000¢ — TBST 5% lait
P-INKs Cell-Signaling #4671 1/1000° — TBST 5% BSA
JNKs Cell-Signaling #9252 1/1000° — TBST 5% BSA
JINK3 Cell-Signaling #2305 1/1000° — TBST 5% BSA
Anti rabbit IRDye 800 Rockland 611-745-127 | 1/5000° — TBST 5% lait

y Immunochemicals ?

Anti mouse IRDye 700 Rockland 18-4417-32 1/5000° — TBST 5% lait

Tableau 3 : Liste des anticorps

Les anticorps des protéines du réticulum endoplasmique sont décrits dans la

revue : [221].

70




RESULTATS

. ETUDE DU ROLE DES SERINE-THREONINE
KINASES DANS LE DEVELOPPEMENT ET LE
MAINTIEN DE LA MASSE DE CELLULES BETA
PANCREATIQUES

A. Contexte général de I'étude

L’équipe du Pr Regazzi a Lausanne s’est intéressée a la modulation des
mécanismes régulant le développement de la masse de cellules béta pancréatiques
durant la période postnatale [38]. C’est dans ce cadre qu’ils ont comparé le
transcriptome d’ilots de rats adultes et d’ilots de rats nouveau-nés, plus précisément
de rats agés de 10 jours, ces derniers ayant, a ce stade, le taux de prolifération de
cellules béta le plus élevé [38]. Cette étude transcriptomique a permis de mettre en
évidence une régulation positive de nombreux genes. Dans le top des génes régulés
positivement dans les ilots de ratons agés de 10 jours, on retrouve au premier plan
une augmentation significative de I'expression d’une sérine-thréonine kinase qui est
DLK. Ce résultat suggere un role important de DLK dans le développement et la

fonction des flots immatures.

C’est dans ce contexte que nous avons entrepris I'étude du réle de I'expression
de DLK dans le développement postnatal des filots de Langerhans et plus

précisément de la masse fonctionnelle béta pancréatique.

Les résultats obtenus sont présentés dans un article soumis pour publication,
dont je suis la premiére auteure. Cette article est intitulé « The mitogen-activated
protein kinase Map3k12 (DIk) is required for pancreatic beta-cell proliferation during

postnatal development, pregnancy and obesity ».

71



B. Rble de la Dual Leucine Zipper Kinase, DLK, dans le

développement postnatal

1. Expression de DLK dans les ilots pancréatiques en

période postnatale

Dans un premier temps nous avons cherché a savoir dans quels types
cellulaires de Illot de Langerhans de rats nouveau-nés DLK est exprimé. Pour ce
faire, nous avons réalisé des immunomarquages sur des coupes de tissus
pancréatiques de ratons agés de 10 jours a l'aide d’anticorps dirigés contre les
protéines DLK, insuline et glucagon. Le co-marquage de linsuline et de DLK
confirme ainsi la présence de DLK dans les cellules béta pancréatiqgues de rats
nouveau-nés (Figure 16 A). De plus, la protéine DLK n’est pas co-marquée avec le
glucagon, DLK ne semble donc pas exprimée au sein des cellules alpha
pancréatiques chez les rats nouveau-nés. Par ailleurs, nous n’avons pas observé de
marquage DLK dans d’autres types cellulaires que les cellules béta, ce qui montre
ainsi une spécificité de I'expression de cette sérine-thréonine kinase aux cellules
béta (Figure 16 A et B). Les mémes profils de marquage ont été observés chez le rat
adulte (Figure 16 C et D).

D’autres part, sachant que la localisation de DLK est liée a sa fonction
cellulaire, nous avons cherché a mettre en évidence sa localisation dans des cellules
d’flots de rats nouveau-nés (Figure 16 A). Nous avons observé que dans les ilots de
ratons, I'expression de DLK est exclusivement cytosolique (Figure 16). Une étude
montre qu’une expression cytosolique de DLK est bénéfique pour la cellule

contrairement a une expression nucléaire qui est néfaste pour les cellules béta [220].
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Ratons dgés de 10 jours Rats adultes

A. Insuline DLK . Insuline

B. Glucagon DLK

Figurel6 : Expression de la protéine DLK dans des flots de ratons &gés de 10 jours.
Des pancréas de ratons agés de 10 jours (A, B) et de rats adultes (C, D) ont été prélevés, fixés et
inclus dans de la paraffine puis des coupes ont été réalisées. Des immunohistochimies ont été
effectuées a l'aide d’anticorps primaires dirigés contre les protéines DLK, Insuline (A,C) et glucagon
(B,D) et d’anticorps secondaires dirigés contre les anticorps primaires et fluorescents dans le vert et
dans le rouge. Les protéines insuline et glucagon sont marquées en rouge et la protéine DLK est
marquée en vert. Gauche : Chez le raton, Droite : Chez I'adulte. Les images sont fusionnées (Merge
en jaune) permettant de montrer une potentielle co-localisation. Les noyaux des cellules sont marqués
par du DAPI (Bleu).
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Par la suite, nous avons vérifié I'expression de DLK par PCR quantitative dans
les ilots de ratons durant la période postnatale ainsi que dans des filots de rats
adultes. Nous avons alors quantifié I'expression de TARNm de DIk dans des ilots de
rats agés de 1, 6, 10, 20 et 32 jours. Nous montrons que l'expression de DLK
augmente significativement et d’'un facteur de 3.5 a partir de 6 jours post-naissance,
ce phénomeéne étant encore visible a 10 jours post-naissance (Figure 17). Nous

observons également que son expression diminue fortement & 20 jours, ceci

correspondant a la période de sevrage (Figure 17).
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Figure 17 : Expression du géene DIk durant le développement postnatal chez le rat.

Des 1lots de rats a différents ages (1, 6, 10, 20 et 32 jours) ont été isolés. Les ARN issus de ces flots
ont été extraits, rétro-transcrits et quantifiés par PCR quantitative. Le taux d’expression des ARNm du
géne DIk est normalisé par le taux d’expression des ARNm du géne de référence Rplp0. Les résultats
sont exprimés en quantité relative par rapport a la condition « pl ». Les données sont la moyenne *
SEM de 3 expériences indépendantes réalisées en triplicat. **p<0,01. Les résultats ont été analysés
par un test de Kruskal-Wallis et un post test Dunn's.

Ces données confirment les résultats de [l'analyse transcriptomique. lls
semblent indiquer que I'expression de DLK est transitoirement régulée en période
postnatale, confortant donc un réle de cette MAP3K dans le développement de la

masse des cellules béta pancréatiques durant cette période.
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2. Réle de DLK dans la prolifération et I’'apoptose des

cellules béta pancréatiques en période postnatale

Durant la période postnatale, la masse de cellules béta pancréatiques subit un
remodelage afin d’obtenir une masse de cellules fonctionnelles et adéquates chez
I'adulte [25], [37]. Ce remodelage consiste essentiellement en 'augmentation de
cette masse de cellule béta qui peut se faire par difféerents mécanismes connus que
sont la néogenese et la prolifération cellulaire [37]. Des mécanismes d’apoptose
interviennent également dans la construction de cette masse de cellules béta [25].
Nous avons entrepris I'étude du rble de DLK dans les principaux processus
cellulaires mis en ceuvre par la cellule béta immature en période postnatale chez le
raton : la prolifération, 'apoptose ainsi que la sécrétion d’insuline. Dans ce but, nous
avons modulé I'expression de DLK par un knock-down (SiRNA) dans des cellules
d’flots de rats nouveau-nés puis nous avons observé I'impact de I'extinction obtenue

sur la fonctionnalité des cellules béta.

Brievement, des ilots de Langerhans de ratons agés de 10 jours ont été isolés
puis les Tlots ont été dissociés pour obtenir des cellules isolées, ceci dans le but
d’optimiser la transfection. Ces cellules dispersées ont été transfectées par un siRNA
dirigé contre TARNm du géne DIk (siDLK) ou contre TARNm du géne de la GFP
(siCtl) en tant que contréle de transfection. L’efficacité d’extinction de I'expression de
DLK a été vérifiee par PCR quantitative, ou nous montrons que I'expression de
'’ARNm de DIk diminue significativement d’environ 50% (Figure 15 A). L’efficacité du
siDLK a aussi été testée par western-blotting, nous observons ici une diminution de

la quantité protéique de DLK (Figure 18 B).
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Figure 18 : Efficacité des siRNA dirigés contre les ARNm du géne DIk.

Les cellules dispersées d’ilots de ratons &gés de 10 jours ont été transfectées par des siRNA dirigés
contre TARNm du géne DIk (siDLK) ou contre 'ARN du géne gfp (siCtl). A. Apres 48h de transfection,
les ARN issus de ces cellules ont été extraits, rétro-transcrits et quantifiés par PCR quantitative. Le
taux d’expression des ARNm du géne DIk est normalisé par le taux d’expression des ARNm du gene
de référence Tbp. Les résultats sont exprimés en quantité relative par rapport a la condition « siCtl ».
Les données sont la moyenne + SEM de 4 expériences indépendantes réalisées en triplicat. Les
résultats ont été analysés par un test Mann-Whitney ***p<0,001. B. Aprés 48h de transfection, les
protéines des cellules dispersées sont extraites, séparées par SDS-PAGE puis analysées par
Western Blot a I'aide d’anticorps dirigés contre les protéines DLK et a-Tubuline.

Tout d’abord, nous avons étudié I'effet de I'extinction de DLK sur la prolifération
des cellules béta. Pour cela, nous avons réalisé des immunocytochimies a l'aide
d’anticorps dirigés contre la protéine ki67, marqueur de la prolifération cellulaire et
d’anticorps dirigés contre la protéine insuline, marqueur de la cellule béta. Le nombre
de cellules co-marquées par l'insuline et par le ki67 indique le nombre de cellules
béta qui proliferent [222]. Nous observons que le nombre de cellules positives a
insuline et au ki67 est nettement et significativement réduit dans les cellules
dispersées transfectées par le siDLK en comparaison avec celles transfectées par
le siCtl, en effet nous observons une diminution de 80 % de la prolifération des
cellules béta dans la condition siDLK en comparaison avec la condition siCtl (Figure
19 A). Ce résultat confirme ainsi un réle de DLK dans la prolifération des cellules

béta pancréatiques durant le développement postnatal.

Par la suite, nous avons déterminé le niveau d’apoptose dans ces cellules béta
dispersées puis transfectées par le siDLK. Pour ce faire, la technique du tunnel a été
utilisée. Cette technique repére les cassures d’ADN présentes dans les cellules
apoptotiques. Les résultats obtenus montrent qu’il n'y a pas de différence

significative du taux basal d’apoptose entre les cellules béta transfectées par le
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siDLK et les cellules béta transfectées avec le siRNA contréle (Figure 19 B).

Pour valider ces résultats sur le réle de DLK, nous avons mesuré I'expression
transcriptionnelle de plusieurs génes connus pour étre impliqués dans la prolifération
et 'apoptose des cellules dispersées d’ilots de rats agés de 10 jours. L’expression de
ces genes a été mesurée par PCR gquantitative. Les résultats de ces PCR montrent
gue les niveaux d’ARNmM des genes du cycle cellulaire Ccnd2, Ccndl, Cdk4, Cdkn2a
et Cdkn2c sont significativement plus faibles dans les cellules dispersées invalidées
pour le gene de DIk en comparaison avec les cellules transfectées avec le siRNA
contrble (Figure 19 C). De plus, aucune variation n’est observée dans les niveaux
des ARNm des genes impliqués dans les mécanismes d’apoptose tels que Fos, Jun
et Bcl2 (Figure 19 C). En somme, le « knock-down » de DLK semble diminuer
I'expression de génes modulant la prolifération des cellules béta en période
postnatale, tels que Ccndl et Ccnd2 mais ne semble pas modifier I'expression de
genes importants dans les mécanismes apoptotiques, ce qui appuie ainsi les

résultats obtenus précédemment.
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Figure 19 : R6le de DLK dans la prolifération des cellules béta d’ilots de ratons agés de
10 jours.

Les cellules dispersées d'ilots de ratons agés de 10 jours ont été transfectées par des siRNA dirigés
contre 'TARNm du géne DIk (siDLK) ou contre 'ARN du géne gfp (siCtl). Aprés 48 heures de
transfection : A. la prolifération des cellules béta a été étudiée par immunocytochimie a l'aide
d’anticorps dirigés contre les protéines Insuline et Ki67. La prolifération des cellules béta est quantifiée
par la détermination du pourcentage de cellules positives a l'insuline et au Ki67. B. 'apoptose des
cellules béta a été étudiée par immunocytochimie par la technique du TUNEL. La mort des cellules
béta est quantifiée par détermination du pourcentage de cellules positives a l'insuline et au TUNEL. C.
les ARN issus des cellules ont été extraits, rétro-transcrits et quantifiés par PCR quantitative. Les taux
d’expression des ARNm des génes impliqués dans la prolifération et 'apoptose sont normalisés par le
taux d’expression des ARNm du géne de référence Tbp. Les résultats sont exprimés en quantité
relative par rapport a la condition « siCtl ». Les données sont la moyenne + SEM de 4 (A et B) et 5 (C)
expériences indépendantes réalisées en triplicat. Les résultats ont été analysés par un test Mann-
Whitney *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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3. Etude de l'effet de DLK sur un modeéle de souris

invalidées pour le géne DIk

En 2002, un laboratoire japonais a développé un modéle de souris invalidées
pour le gene DIk (DIk-/-) dans le but d’étudier son impact sur le développement
neuronal [216]. lls ont observé que les souris Dlk-/- n’étaient pas viables a la

naissance cela étant di a des troubles de développement du cerveau.

Grace a une collaboration avec I'équipe du Dr. Hirai, nous avons pu obtenir des
coupes de pancréas d’embryons de souris de 19 jours invalidées pour le gene DIk et
de souris contr6les. Nous avons réalisé sur ces coupes de pancréas des
immunofluorescences afin de quantifier le nombre de cellules béta et alpha en
utilisant respectivement des anticorps dirigés contre l'insuline et le glucagon. Nous
avons observé que le nombre de cellules positives a l'insuline est significativement
réduit dans les embryons de souris invalidées pour le géne DIk (Figure 20). Ces
résultats confortent encore le role de DLK dans le développement de la masse de
cellules béta via le phénomene de prolifération comme cela a été montré

précédemment.

Par ailleurs nous n’avons pas observé de modification de la masse de cellules
alpha dans les souris DIk-/- en comparaison avec les souris contréles, ceci étant
corrélé a un role spécifigue de DLK dans les cellules béta pancréatique car nous
avons également montré que ce géne est spécifiquement et uniguement exprimé

dans ce type cellulaire pancréatique (Figure 20 et 16).

79



2,0
1,8
1,6
1,4
1,2
1,0 -

: 0,8 *kk
: 06 -
Dlk +/+ 0,4
0,2
Glucagon g 00 -

DIk +/+ DIk -/-

HH

Intensité de la fluorescence
/ nombre de cellules béta

0,30

0,25 [

0,20 J NS

0,15

0,10

0,05

Intensité de la fluorescence
/ nombre de celllules alpha

0,00

DIk +/+ DIk -/-

Figure 20 : Etude de la masse de cellules béta dans des embryons de souris invalidées
pour le gene DIk.

Des immunohistochimies ont été réalisées sur des coupes d’embryons de 19 jours issus de souris
invalidées pour le géne DIk (Dlk -/-) et de souris contrble (DIk +/+). Les expériences
d'immunofluorescence ont été réalisées a l'aide d’anticorps primaires dirigés contre les protéines
insuline et glucagon et d’anticorps secondaires fluorescents dans le vert pour le glucagon et dans le
rouge pour l'insuline. L'intensité de la fluorescence (quantifiée par surface des cellules) a été mesurée
et rapportée au nombre de cellules alpha et béta. Les données sont la moyenne + SEM de 3
expériences indépendantes réalisées en triplicat. Les résultats ont été analysés par un test Mann-
Whitney ***p<0,001
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4. Etude du role de DLK dans la sécrétion d’insuline

par les cellules béta immatures

La fonction principale de la cellule béta pancréatique étant la sécrétion
d’'insuline, nous avons étudié le role de DLK dans cette sécrétion chez le rat
nouveau-né. La capacité de ces cellules a sécréter de l'insuline en réponse au
glucose est tres faible [64]. En effet, les principaux génes impliqués dans I'expression
et la sécrétion d’insuline ne sont pas ou peu exprimés dans les cellules béta

immatures [67].

Pour déterminer le r6le de DLK dans ce mécanisme de sécrétion, nous avons
dispersé des cellules d’ilots de rats agés de 10 jours puis nous avons transfecté ces
cellules par le siDLK ou et le siCtl et nous avons procédé a des tests de sécrétion

d’insuline en réponse au glucose ainsi qu’a la leucine.

Premiérement nous n’avons pas observé de différence en termes de quantité
d’insuline intracellulaire entre les cellules transfectées par le siCtl et les cellules
transfectées par le siDLK (Figure 21 A). DLK ne semble donc pas étre impliqué dans
la régulation de I'expression de linsuline. D’autre part, la sécrétion d’insuline en
réponse au glucose n’est pas impactée a la suite de l'invalidation de I'expression de
DLK (Figure 21 B). Dans les deux cas la sécrétion d’insuline en réponse au glucose
est multipliée significativement par un facteur 2. Finalement et de fagon intéressante,
nous avons observé que les cellules dans lesquelles I'expression de DLK a été
significativement diminuée ne répondent pas a la leucine et cela en comparaison
avec les cellules contréles qui sécrétent de linsuline en réponse a la leucine. En
effet, dans la condition contrdle, la sécrétion d’'insuline augmente, passant d’environ
5 % a 9 % d’insuline sécrété (pourcentage en fonction du contenu en insuline), alors
que dans la condition siDLK, aucune variation du pourcentage d’insuline sécrétée
n’est observée (Figure 21 C). De plus, nous avons mesuré I'expression de différents
genes importants impliqués dans la sécrétion d’'insuline dans la cellule béta. Parmi
les différentes expressions mesurées, nous n’observons pas de différences du
niveau d’ARNm dans les cellules dispersées transfectées par le siDLK en
comparaison avec les cellules controles (Figure 21 D).

81



NS
A __ 8000 -
) E
j=2
£ 6000
£ T
2 4000 1
c
°
2 2000
Z
5
8] 0
siCtl siDLK
12 wK
B . a *k C 12 *
5 10 . &)
=] = 10
= 8 °
— £ 8
3 6 < NS
3 26
) o
3 4 5 2
g 2 $ 2
z =
£ o Z 0
- Glc 2mM Glc20 mM Glc 2 mM Glc20 mM < . .
Gle 2 mM Leucine 10 mM Gle 2 mM Leucine 10 mM
sictl SiDLK . .
siCtl SIDLK
D 1,40
-
2 120
<
3 1,00
-
c
.2 0,80 .
a Osictl
£ 0,60
% ' msiDLK
o 0,40
E
©
£020
Z
0,00 T T T T T
pdx1 mafA Kir6.2 NKX Znt8 GK Glut2 Ins2 IRS2

Figure 21 : Réle de DLK dans la sécrétion d’insuline en réponse au glucose et a la
leucine dans des cellules dispersées d’ilots de ratons agés de 10 jours.

Les cellules dispersées d'ilots de ratons 4gés de 10 jours ont été transfectées par des siRNA dirigés
contre TARNm du géne DIk (siDLK) ou contre 'ARN du géne gfp (siCtl). A, B, C : Aprés 48 heures de
transfection, un test de sécrétion d’insuline en réponse au glucose et a la leucine est réalisé. Aprés 45
minutes de privation en SVF et en glucose, les cellules dispersées sont soumises a différentes
conditions : glucose (Glc 2mM ou Glc 20 mM) (B) ou de la leucine (Leucine 10 mM) (C). Puis l'insuline
sécrétée ainsi que le contenu en insuline (A) des cellules est déterminé par un test ELISA. D. Aprées
48h de transfection, les ARN issus de ces cellules ont été extraits, rétro- transcrits et quantifiés par
PCR quantitative, Le taux d’expression des ARNm des génes mesurés ici sont normalisés par le taux
d’expression des ARNm du géne de référence Thp. Les résultats sont exprimés en quantité relative
par rapport a la condition « siCtl ». Les données sont la moyenne + SEM de 4 (A, B), 3 (D) et 2 (C)
expériences indépendantes réalisées en triplicat. Les résultats ont été analysés par un test Mann-
Whitney (C) ou par un test de Kruskal-Wallis et un post test Dunn's (A, B et D). *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001.
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C. Etude de Ila signalisation de DLK en période

postnatale : RGle de JNK3

1. Identification des sérine-thréonine kinases

activées dans des flots de rats nouveaux nés

DLK est une MAP3K, elle est donc en amont d’'un complexe impliquant une
MAP2K, une MAPK et une protéine d'échafaudage. DLK est responsable de

I’'activation de différentes sérine-thréonine kinases.

Nous avons étudié les sérine-thréonine kinases actives dans des flots de rats
nouveau-nés et dans des ilots de rats adultes. Pour cela, nous avons utilisé la
technologie du Pamgene. Cette technologie détermine quelles sont les kinases
actives a travers des séquences peptidiques contenant des sites de phosphorylations
connus. Ici, le Pamgene nous a permis de comparer I'activation des sérine-thréonine
kinases entre des fllots de rats adultes et de rats nouveau-nés et de vérifier

I'activation des cibles connues de DLK.

Nous avons par cette méthode identifié 25 sérine-thréonine kinases dont
I'activité est plus élevée dans les ilots des rats nouveau-nés agés de 10 jours en
comparaison avec des ilots de rats adultes. Parmi ces kinases on retrouve au top de
la liste, les mapk dont les cibles de DLK, les JNKs, JNK1, JNK2 et INK3 (Figure 22).

Ainsi, l'activité des cibles de DLK est plus élevée durant le développement

postnatal au sein de la cellule béta pancréatique que chez les adultes.
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Figure 22 : Etude de I’activation des sérine-thréonine kinases dans les ilots de ratons
agés de 10jours.

Des ilots de ratons agés de 10 jours et d’ilots de rats adultes ont été isolés. Les protéines de ces ilots
ont été extraites et les kinases actives ont été déterminées par le kit STK (Sérine Thréonine Kinases)
de la technologie PAMGENE. Les kinases ayant un score vers la droite sont les kinases dont l'activité
est plus élevée dans les Tlots de ratons que dans les flots de rats adultes. Les scores supérieurs a 1.3
représentent les kinases correspondant le plus significativement aux séquences peptidiques données
selon I'analyse bio-informatique.
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2. Etude de I'implication de JNK3

Dans la littérature il est montré que DLK régule les MAPKs dans différents
types cellulaires [209], [212]. Dans un premier temps nous avons Vérifié la régulation
de l'activation des JNKs par DLK dans les cellules béta pancréatiques. Pour cela
nous avons utilisé la lignée cellulaire béta pancréatique de rat INS-1E, puisque nos
études « ex-vivo » sont effectuées chez le rat. Les JNKs étant connues pour étre
phosphorylées et ainsi activées par les cytokines pro-inflammatoires, nous avons
traité avec un cocktail de cytokines (Interleukine-1B, TNF-a, Interferon-y) des cellules
INS-1E, dans lesquelles I'expression de DLK a été éteinte par transfection d’un
siDLK. Nous observons alors, que la transfection du siDLK diminue fortement la
phosphorylation des JNKs induite par les cytokines en comparaison avec les cellules
transfectées par le siRNA contréle (Figure 23 A). Ainsi, nous montrons un réle de

DLK dans la régulation de la voie des JNKs dans les cellules béta pancréatiques.

Comme nous l'avons signalé dans l'introduction, les trois isoformes de JNKs,
JNK1, JNK2 et JNK3 ont des roles opposés dans la cellule béta pancréatique. En
effet, JINK1 et JNK2 sont pro-apoptotiques tandis que l'expression de JNK3 est
nécessaire a la survie cellulaire [162]. Nous posons alors I'hypothése que I'effet de
DLK sur la prolifération cellulaire implique lisoforme JNK3. Pour vérifier cette
hypothése, nous avons cherché a montrer par immunoprécipation l'interaction de ces
deux kinases dans la cellule béta pancréatique. Nous avons pu mettre en évidence
une interaction de DLK et de JNK3 dans la cellule béta par immunoprécipitation
(Figure 23 B).
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Figure 23 : Régulation de la voie des JNKs par DLK.

A.Les cellules INS-1E ont été transfectées par des siRNA dirigés contre TARNm du géne dlk (siDLK)
ou contre 'ARN du gene gfp (siCtl). Aprés 72h de transfection, ces cellules ont été traitées 15, 30 et
60 minutes ou non par un mix de cytokines (II-18 10 nM ; TNFa 15 nM ; IFNy 150 nM). Les protéines
sont ensuite extraites, séparées par SDS-PAGE puis analysées par Western Blot a 'aide d’anticorps
dirigés contre les protéines DLK, P-JNK, JNK et a-Tubuline. B. Les cellules INS-1E ont été traitées ou
non 1 heure par un mix de cytokines (lI-18 10 nM ; TNFa 15 nM ; IFNy 150 nM). Les protéines sont
ensuite extraites puis immunoprécipitées a l'aide d’'un anticorps dirigé contre la protéine JNK3, puis
les anticorps ont été récupérés par des billes magnétiques. Les protéines précipitées ont été
analysées par Western-Blot a I'aide d’anticorps dirigés contre les protéines JNK3 et DLK. C. Les ilots
de Langerhans de rats agés de 10 (p10) et 32 (p32) jours ont été isolés. Les ARN issus de ces flots
ont été extraits, rétro-transcrits et quantifiés par PCR quantitative, Le taux d’expression des ARNm du
géne Jnk3 est normalisé par le taux d'expression des ARNm du géne de référence RplpO. Les
résultats sont exprimés en quantité relative par rapport a la condition « p10 ». Les données sont la
moyenne + SEM de 3 (C) expériences indépendantes réalisées en triplicat. Les résultats ont été
analysés par un test Mann-Whitney.

Le niveau d’expression de JNK3 reste inchangé au cours du développement
postnatal de la masse de cellules béta (Figure 23 C), seule son activation augmente
(Figure 22). La suppression de JNK3 dans des ilots de rats nouveaux nés conduit au
méme effet que DLK concernant la prolifération. En effet, la transfection d’un siRNA

dirigé contre 'TARNm du gene Jnk3 (Figure 24 A) diminue significativement la

prolifération de la cellule béta de rats agés de 10 jours en comparaison a ces mémes
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flots transfectés par un siCtl (Figure 24 B). Cette diminution de la prolifération en
présence du siJNK3 atteint 75 %. De méme, le niveau d’expression des génes du
cycle cellulaire Ccnd2, Ccndl, Cdk4 et Cdkn2c est significativement plus faible dans
les conditions impliguant un silencing de JNK3 (Figure 24 C). Ces résultats
supportent davantage I'existence d’'un complexe associant DLK et JNK3 et impliqué

dans la prolifération cellulaire au cours du développement postnatal.
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Figure 24 : R6le de JNK3 dans la prolifération des cellules béta d’ilots de rats dgés de
10 jours.

Les cellules dispersées d’ilots de rats agés de 10 jours ont été transfectées par des siRNA dirigés
contre TARNm du géne Jnk3 (siJNK3) ou contre 'ARN du gene gfp (siCtl). A et C : Aprés 48h de
transfection, les ARN issus de ces cellules ont été extraits, rétro-transcrits et quantifiés par PCR
quantitative. Les taux d’expression des ARNm du géne Jnk3 et des genes impliqués dans la
prolifération et 'apoptose sont normalisés par le taux d’expression des ARNm du géne de référence
Tbp. Les résultats sont exprimés en quantité relative par rapport a la condition « siCtl ». B. la
prolifération des cellules béta a été étudiée par immunocytochimie a l'aide d’anticorps dirigés contre
les protéines Insuline et Ki67. La prolifération des cellules béta est quantifiée par la détermination du
pourcentage de cellules positives a l'insuline et au Ki67. Les données sont la moyenne + SEM de 3
expériences indépendantes réalisées en triplicat. Les résultats ont été analysés par un test Mann-
Whitney. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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D. Etude de I'expression de DLK dans des modeéles de

compensation de la cellule béta pancréatique

Dans cette partie de mon travail nous nous sommes intéressés a I'expression
de DLK dans des modéles connus d’expansion de la masse de cellules béta
pancréatiques. Cette expansion de la masse de cellules béta est observée lors de
processus physiologiques ou la cellule béta doit compenser pour subvenir aux
besoins en insuline demandés par le corps. C'est ce que I'on retrouve par exemple
au cours de la grossesse ainsi que durant I'obésité. Nous nous sommes donc
attachés ici a étudier I'expression de DLK dans des ilots de modéles murins obéses

et gestants ainsi que dans des ilots humains obéses et diabétiques.

Dans un premier temps, nous avons mesuré le niveau d’expression de DLK au
cours de la gestation (Figure 25). Durant la gestation on observe en effet une
expansion de la masse de cellules béta permettant d’adapter la production d’insuline
face a l'insulino-résistance se mettant en place. Dans la littérature, il a été montré
chez des modeles murins, que durant la gestation, le niveau de prolifération de la
masse de cellules béta pancréatiques augmente a partir de 10 jours avec un pic
atteint a 14 jours de gestation [71]. Aprés la mise bas, le taux de prolifération revient
au niveau initial pré-gestation. Le profil d’expression de 'ARNm du géne DIk quantifié
par PCR quantitative suit le méme schéma que celui de la prolifération (Figure 25 A).
En effet, 'expression de DLK augmente a partir de 10 jours de gestation, atteint un
pic d’expression a 14 jours puis son expression chute a partir de 20 jours de
gestation ainsi que 3 jours aprés la mise bas. L’augmentation de I'expression de DLK
a 14 jours de gestation a été confirmée par la technique du western-blotting (Figure
25 B). DLK semble donc étre impliquée dans ce mécanisme d’expansion de la

masse de cellules béta au cours de la grossesse.
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Figure 25 : Expression du géne DIk dans les ilots de Langerhans durant la gestation
chez larate.

A. Les Tlots de rates avant (Ctl), durant (& 10, 12, 13 et 20 jours) et aprés (p3) la gestation ont été
isolés. Les ARN issus de ces flots ont été extraits, rétro-transcrits et quantifiés par PCR quantitative.
Le taux d’expression des ARNm du géne DIk est normalisé par le taux d’expression des ARNm du
géne de référence Rplp0. Les résultats sont exprimés en quantité relative par rapport a la condition
« Ctl ». Les données sont la moyenne + SEM de 3 expériences indépendantes réalisées en triplicat.
Les résultats ont été analysés par un test de Kruskal-Wallis et un post test Dunn's. **p<0,01,
***n<0,001. B. Des Tlots de rates a avant (Ctl) et & 14 jours de gestation (G14) sont isolés. Les
protéines sont extraites, séparées par SDS-PAGE puis analysées par Western Blot a 'aide d’anticorps
dirigés contre les protéines DLK et a-Tubuline.

I'ARNm de dik

Niveau d’expression de

Par la suite I'expression de DLK a été mesurée dans des modéles murins
d’'obésité connus, dans des ilots de souris ob/ob, mutées pour le gene de la leptine,
ainsi que dans des 1lots de souris soumises a un régime riche en lipides. Nous
observons dans les deux cas une induction de I'expression de DIk : une
augmentation de 'ARNm du géne de DIk dans les flots de souris ob/ob (Figure 26 A),
ainsi qu’une augmentation de I'expression protéique de DLK dans les ilots de souris
soumises a un régime riche en lipides (Figure 26 B). Ces résultats mettent en
evidence dans I'ensemble une augmentation de I'expression de DLK au cours de
I'obésité.

89



8,00 - Fkk

ch HFD

|

*x DLK

. oc — a-Tubuline

Hob/ob

Niveau d'expression de I'ARNm de dlk
g

5 semaines 8 semaines 15 semaines

Figure 26 : Expression du géne DIk dans les ilots durant I’obésité dans des modéles de
souris obéses.

A.Les Tlots de souris ob/ob de différents ages (5, 8 et 15 semaines) ont été isolés. Les ARN issus de
ces Tlots ont été extraits, rétro-transcrits et quantifiés par PCR quantitative. Le taux d’expression des
ARNmM du géne DIk est normalisé par le taux d’expression des ARNm du géne de référence RplpO.
Les résultats sont exprimés en quantité relative par rapport a la condition « Ctl ». Les données sont la
moyenne + SEM de 2 expériences indépendantes réalisées en triplicat. Les résultats ont été analysés
par un test Mann-Whitney. **p<0,01, ***p<0,001. B. Des flots de souris soumises a un régime sain
(Chow Diet, CD) ou a un régime riche en lipides (Hight Fat Diet, HFD) durant 8 semaines ont été
isolés. Les protéines de ces Tlots sont extraites, séparées par SDS-PAGE puis analysées par Western
Blot a l'aide d’anticorps dirigés contre les protéines DLK et a-Tubuline.

De plus, nous avons eu l'opportunité d’accéder a une banque de données
d’ARNm d’llots de patients humains grace a une collaboration avec le laboratoire du
Pr.Pattou (UMR 1190, Lille, France). Ces ilots de patients humains ont été divisés en
différents groupes classés selon différents parameétres dont la BMI et le pourcentage
d’hémoglobine glyquée (HbA1c). L'expression de DLK a été mesurée sur cette
cohorte de patients humains. Dans un premier temps nous observons que le profil
d’expression de DLK suit la méme tendance que ce que I'on a pu observer dans les
modeles murins. En effet, chez des patients obéses non diabétiques (HbA1c<5,7),
'expression de DLK augmente de facon significative (Figure 27 A). Une étude de
corrélation entre I'expression de DLK et la BMI des patients montre une tendance
positive mais non significative (Figure 27 B). On note aussi que I'expression de DLK
chez des patients obéses et diabétiques n’est pas induite (Figure 27 A). Néanmoins,
I'étude de corrélation entre 'Hba1c nous montre une corrélation positive entre ces
deux parameétres. (Figure 27 C). Ces résultats chez I'humain se montrent

intéressants et indicatifs, ils supposent un réle de DLK dans la compensation de la
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masse de cellules béta au cours de I'obésité chez 'lhomme. Il faudrait cependant

augmenter le nombre d’individus présents dans cette étude afin de confirmer ces

résultats.
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Figure 27 : Expression du géne DLK dans des flots de sujets sains, obéses et
diabétiques de type 2.

A : Des ilots de sujets minces (Hbalc < 5.7 et 5.7-6.4), obéses (Hbalc < 5.7, 5.7-6.4, < 6.5 (DT2)) et
diabétiques de type 2 (DT2) ont été isolés. Les ARN issus de ces ilots ont été extraits, rétro-transcrits
et quantifiés par PCR quantitative. Le taux d’expression des ARNm du gene DLK est normalisé par le
taux d’expression des ARNm du géne de référence RPLPO. Les résultats sont exprimés en quantité
relative par rapport a la condition « Minces < 5.7 ». Les résultats ont été analysés par un test de
Kruskal-Wallis et un post test Dunn's. *p<0,05. B et C : Corrélation de I'expression de TARNm du géne
DLK avec le BMI (kg/m?) (B) et 'HbA1c (%) (C) dans les différents groupes de sujets. Les résultats ont
été analysés par un test de régression linéaire.

91



En somme, nous montrons ici que I'expression de DLK peut-étre induite dans
différents modéles de compensation comme au cours de la grossesse et de I'obésité.
Ces résultats confirment donc le réle de DLK dans I'augmentation de la masse de

cellules béta pancréatiques.

E. Régulation de I'expression de DLK dans des ilots

pancréatiques

Dans cette partie de I'étude nous avons cherché a identifier quel facteur était
susceptible d’'induire I'expression de DLK au cours de la compensation de la masse

de cellules béta pancréatiques notamment durant la grossesse et I'obésité.

Les sérine-thréonine kinases sont activées par différents signaux
extracellulaires via leurs récepteurs membranaires, tels que des facteurs de
croissance, des hormones ou encore des nutriments. Nous avons sélectionné des
facteurs connus pour étre impliqgués dans la prolifération de la cellule béta au cours
du développement postnatal, de la grossesse et de I'obésité afin d’étudier leur effet
sur I'expression de DLK [59], [73].

Parmi ces facteurs nous avons principalement choisi des hormones : la
prolactine, la serotonine, I'estradiol ainsi que I'exendine 4, agoniste au récepteur au
GLP-1. Nous avons traité des flots de rats adultes isolés avec ces composeés et
étudié l'expression de DLK. Ici, I'expression de DLK a été mesurée par PCR
quantitative. La prolactine, la sérotonine et I'estradiol ne semble pas avoir d’effet sur

I'expression de DLK dans les ilots pancréatiques (Figure 28).
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Figure 28 : Etude de la régulation de I’expression de DLK.
Des flots de Langerhans de rats ont été isolés et traités par de la prolactine a 500 nM durant 48
heures (A), de I'Estradiol a 100 nM durant 24 et 48 heures (B), de la sérotonine a 100 uM durant 48
heures (C). Les ARN issus de ces ilots ont été extraits, rétro-transcrits et quantifiés par PCR
quantitative. Le taux d’expression des ARNm du géne DIk est normalisé par le taux d’expression des
ARNmM du géne de référence Rplp0. Les résultats sont exprimés en quantité relative par rapport a la
condition « Ctl ».

De maniére intéressante, seule I'exendine-4, mimétique du GLP-1 stimule de
facon significative I'expression de DLK dans ces ilots. Cette régulation de DLK par
'exendine-4 a été montrée par PCR quantitative ou I'on observe au bout de 12

heures de traitement une augmentation correspondant a un doublement (Figure 29).

Nous montrons ici que la signalisation du récepteur au GLP-1 pourrait étre

impliquée dans l'induction de I'expression de DLK dans la cellule béta pancréatique.
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Figure 29 : Etude de la régulation de I’expression de DLK.

Des ilots de Langerhans de rats ont été isolés et traités par de I'exendine 4 a 50 nM durant 2, 6 et 12
heures. Les ARN issus de ces flots ont été extraits, rétro-transcrits et quantifiés par PCR quantitative.
Le taux d’expression des ARNm du géne DIk est normalisé par le taux d’expression des ARNm du
géne de référence Rplp0. Les résultats sont exprimés en quantité relative par rapport a la condition «
Ctl ». Les données sont la moyenne + SEM de 3 expériences indépendantes réalisées en triplicat. Les
résultats ont été analysés par un test de Kruskal-Wallis et un post test Dunn's. **p<0,01.

F. Conclusion

Ainsi nous montrons que I'expression de DLK est régulée positivement au cours
du développement postnatal via un mécanisme qui pourrait impliquer le GLP-1. Notre
étude confirme aussi le role bénéfique de JNK3 sur la cellule béta, qui, outre son réle
anti-apoptotique, est nécessaire a la prolifération des cellules béta au cours du
développement postnatal. L’augmentation de I'expression de DLK pourrait étre
responsable de I'activation de JNK3 et ainsi favoriser la prolifération des cellules béta

pancréatiques au cours du développement.

Nos données suggérent aussi que linduction de I'expression de DLK et
I'activation de JNK3 pourraient étre impliquées dans la compensation de la masse de
cellules béta au cours de I'obésité et de la grossesse. La signalisation orchestrée par
DLK via JNK3 pourrait étre ainsi un meécanisme d’adaptation de la cellule béta,

empéchant ainsi la survenue d’un diabéte.
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. ETUDE DE LEFFET DES LIPOPROTEINES
MODIFIEES SUR LE DYSFONCTIONNEMENT DES
CELLULES BETA PANCREATIQUES

A. Contexte général de I’étude

Le chapitre précédent met en évidence le réle de la signalisation des MAPKs en
particulier JINK3 dans le contréle de la masse des cellules béta pancréatiques au
cours du développement normal postnatal. Nos observations soulignent ainsi le réle
complexe que pourraient jouer les JNKs sur la fonction et la survie des cellules béta,
selon les conditions physiologiques ou physiopathologiques. Un grand nombre
d’études rapportent le réle des JNKs comme médiateurs de I'apoptose des cellules
béta pancréatiques en réponse a des facteurs diabétogenes [151], [192], [193].
Notamment, des études précédentes réalisées par notre laboratoire ont montré que

les INKs peuvent-étre activées par les LDL-oxydées.

Les taux et la modification des LDL sont associés a l'intolérance au glucose et
au diabete [150]. En effet, une augmentation des concentrations de LDL-oxydées est
corrélée avec la progression du diabete [149]. Des données in vitro montrent que les
LDL-oxydées induisent la mort de la cellule béta via I'activité des JNKs. La culture
des cellules béta avec un inhibiteur des JNKs protege les cellules de la mort induite
par les LDL-oxydées [151]. Par ailleurs des études rapportent que les JNKs sont
activées par le stress du réticulum endoplasmique (RE) [223]. Ces observations
suggerent que le stress du RE pourrait-étre activé par les LDL-oxydées et ainsi

induire 'apoptose des cellules béta.

Les résultats obtenus dans ce chapitre confirment l'activation du RE par les
LDL-oxydées et ont été publiés dans la revue PloS One, dont je suis co-premiere
auteure, intitulé « Endoplasmic reticulum stress links oxidative stress to impaired

pancreatic beta-cell function caused by human oxidized LDL » [221].
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B. Etude du rble du stress du RE dans les effets des

LDL-oxydées sur la cellule béta

Cette étude a permis de mettre en évidence le role du stress du RE dans les
effets déléteres des LDL-oxydées sur la cellule beta. Dans un premier temps, nous
avons montré que les LDL-oxydées conduisent a une activation de la voie IRE1a du
stress du RE. En effet, les LDL-oxydées induisent la phosphorylation de IRE1a et
I'épissage de Xbpl dans un modele de lignée cellulaire béta pancréatique Min6
(Figure 30 [221]). Cette voie du stress du RE étant en partie responsable de
I'activation de JNK1 et par conséquent induit 'apoptose (Figure 30 [221]). Dans cet
article nous montrons que les LDL-oxydées activent aussi la voie ATF6 du stress du

RE mais que par contre, la voie PERK n’est pas induite.

En effet, nous observons qu’un inhibiteur du stress du RE, le 4-PBA, inhibe les
effets des LDL-oxydées sur I'expression de CHOP, protéines exprimées lors de
'activation de voies IRE1a et ATFG6, ainsi que sur l'expression de p58IPK.
Cependant, les LDL-oxydées n’ont pas d’effet sur I'expression d’ATF4, ce dernier
étant un facteur exprimé suite a I'activation de la voie PERK du stress du RE (Figure
30).
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Figure 30 : Activation du stress du RE par les LDL-oxydées. Figure issue de la
publication [221].

a.Des cellules min6 ont été traitées par 2mM de LDL-oxydées durant 8, 16 et 48 heures ou par 1 uM
de thapsigargine durant 6 heures. Les protéines de ces Tllots ont été extraites, séparées par SDS-
PAGE puis analysées par Western Blot a l'aide d’anticorps dirigés contre les protéines P-PERK, P-
elF2q, Ire1a, Bip, PDI et a-Tubuline. B/C/D/E. Des cellules min6 et des ilots de Langerhans humains
ont été traités par un véhicule (V), des LDL natifs (nLDL) ou par des LDL-oxydées (oxLDL) & 1 uM
durant 48 heures. Puis les cellules sont co-traitées ou non par du PBA a 2.5 mM (b et ¢) ou par des
HDL & 1 mM (d et e). Les ARN issus de ces cellules et de ces flots ont été extraits, rétro-transcrits et
quantifiés par PCR quantitative. Les taux d’expression des ARNm des génes chop/CHOP,
p58IPK/P58IPK et aft4/ATF4 sont normalisés par le taux d'expression des ARNm du gene de
référence rplpO/RPLPO. Les résultats sont exprimés en quantité relative par rapport a la condition
« V ». Les données sont la moyenne + SEM de 3 expériences indépendantes réalisées en triplicat.
Les résultats ont été analysés par un test de Kruskal-Wallis et un post test Dunn's. **p<0,01,
***n<0,001.

Pour montrer le réle du stress du RE dans les effets déléteres des LDL-oxydées
nous avons utilisé un inhibiteur du stress du RE le PBA (4-phenyl butyrate), une
molécule chaperonne connue pour réduire le stress du RE. Pour cela nous avons
traité des cellules sécrétrices d’insuline avec des LDL-oxydées en présence ou non
de cet inhibiteur du stress du RE. Lorsque des cellules MIN6 ou des flots de
Langerhans humains sont traités par le PBA nous observons une diminution
significative de I'apoptose induite par les LDL-oxydées (Figure 31 [200]). Nous avons
egalement montré par PCR quantitative que ce méme traitement par le PBA restaure
'expression de protéines anti-apoptotiques telles que Bcl2 et IB1 qui sont des
protéines inhibées dans les cellules uniquement traitées avec des LDL-oxydées
(Figure 31 [221]).
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Figure 31: Effet du 4-PBA sur I'apoptose induite par les LDL-oxydées. Figure issue de
la publication [221].

Des cellules min6 et des flots de Langerhans humains ont été traités par un véhicule (V), des LDL-
natifs (nLDL) ou par des LDL-oxydées (oxLDL) & 1 uM durant 72 heures. Puis les cellules sont co-
traitées ou non par du PBA a 2.5 mM. a et b : Le taux de cellules apoptotiques est déterminé par
calcul du pourcentage des noyaux pycnotiques. ¢ et d : Les ARN issus de ces cellules et de ces flots
ont été extraits, rétro-transcrits et quantifiés par PCR quantitative. Les taux d’expression des ARNm
des genes Bcl2/BCL2 et Ib1/IB1 sont normalisés par le taux d’expression des ARNm du géne de
référence rplpO/RPLPO. Les résultats sont exprimés en quantité relative par rapport a la condition
« V ». Les données sont la moyenne + SEM de 3 expériences indépendantes réalisées en triplicat.
Les résultats ont été analysés par un test de Kruskal-Wallis et un post test Dunn's. **p<0,01,
***n<0,001.

Par ailleurs, nous montrons également par PCR quantitative que les LDL-
oxydées impactent I'expression de la pré-proinsuline via I'activation du stress du RE.
En effet, un traitement au PBA restaure I'expression de la pré-proinsuline dans des
cellules MING6 et dans des ilots pancréatiques humains traités préalablement avec les
LDL-oxydées (Figure 32 [221]).
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Figure 32: Effet du 4-PBA sur la perte de I’expression de I'insuline provoquée par les
LDL-oxydées. Figure issue de la publication [221].

Des cellules min6 (a) et des ilots de Langerhans humains (b) sont traités par un véhicule (V), des
LDL-natifs (nLDL) ou par des LDL-oxydées (oxLDL) & 1 pM durant 72 heures. Puis les cellules sont
co- traitées ou non par du PBA a 2.5 mM. Les ARN issus de ces cellules et de ces flots ont été
extraits, rétro-transcrits et quantifiés par PCR quantitative. Les taux d’expression des ARNm du
géne de la Preproinsuline/Préproinsuline sont normalisés par le taux d’expression des ARNm du
géne de référence rplpO/rplp0. Les résultats sont exprimés en quantité relative par rapport a la
condition « V ». Les données sont la moyenne = SEM de 3 expériences indépendantes réalisées en
triplicat. Les résultats ont été analysés par un test de Kruskal-Wallis et un post test Dunn's. *p<0,05.

C. Etude de 'implication d’ICER

Par ailleurs, le laboratoire a précédemment montré que la protéine CREM,
ICER (Inducible cAMP Early Repressor) est aussi impliquée dans I'apoptose induite
par les LDL-oxydées [157]. ICER est un membre de la famille des facteurs de
transcription régulant I'élément de réponse CRE (cAMP responsive element). |l est
connu, entre autres, pour réguler négativement le facteur de transcription CREB.
Dans la cellule béta ICER est un répresseur de I'expression de génes impliqués dans
I'apoptose mais aussi de genes impliqués dans I'expression et la sécrétion d’insuline
[157]. En effet, I'induction de I'expression d'ICER intervient dans la perte de la

sécrétion d’insuline et dans la mort des cellules béta induites par les LDL-oxydées.

C’est pourquoi nous supposons un lien entre I'activation du stress du RE et
I'induction de I'expression d’ICER dans I'apoptose induite par les LDL-oxydées. Nous
avons alors étudié le lien entre l'induction du stress du RE et linduction de
I'expression d'ICER. Pour cela nous avons traité des cellules min6 ainsi que des ilots
humains par les LDL-oxydées en présence ou non de l'inhibiteur du stress du RE, le

PBA. Puis nous avons mesuré par PCR quantitative 'expression de TARNm d’ICER.
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L’inhibiteur du stress du RE n’attenu par linduction de [I'expression de
TARNm d’ICER induite par les LDL-oxydées dans les cellules min6 et les ilots de
humains. Nous concluons ici que les LDL-oxydées induisent I'expression d’ICER
indépendamment de I'activation du stress du RE. Les LDL-oxydées activent donc

deux différentes voies conduisant a I'apoptose des cellules béta : le stress du RE et
'expression d’ICER.

Ainsi, nous montrons ici que I'apoptose des cellules béta induite par les LDL-

oxydées semble impliquer le stress du RE et ICER mais de maniere indépendante.
(Figure 33 [221]).
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Figure 33: Effet du 4-PBA sur I'induction de I’expression d’ICER provoquée par les
LDL- oxydés. Figure issue de la publication [221].

Des cellules min6 (a) et des ilots de Langerhans humains (b) sont traités par un véhicule, des LDL-
natifs ou par des LDL-oxydées & 1 pM durant 72 heures. Puis les cellules sont co-traitées ou non
par du PBA a 2.5 mM. Les ARN issus de ces cellules et de ces Tlots ont été extraits, rétro-transcrits
et quantifiés par PCR quantitative. Les taux d’expression des ARNm du géne d’Icer/Icer sont
normalisés par le taux d’expression des ARNm du gene de référence rplpO/rplp0. Les résultats sont
exprimés en quantité relative par rapport a la condition « Ctl ». Les données sont la moyenne + SEM

de 3 expériences indépendantes réalisées en triplicat. Les résultats ont été analysés par un test de
Kruskal-Wallis et un post test Dunn's.
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D. Etude de I'implication du stress oxydatif

Un autre stress important est également induit dans les cellules béta par un
environnement diabétogéne, c’est le stress oxydatif. Les LDL-oxydées produisent du
peroxyde d’oxygéne au sein des cellules béta et un traitement par un antioxydant,
NAC (N-acetylcystein) prévient la perte de I'expression et de la sécrétion de I'insuline

causes par les LDL-oxydées [157].

Nous avons ainsi cherché I'implication de ce stress oxydatif dans I'activation du
stress du RE par les LDL-oxydées. Pour cela nous avons dans un premier temps
vérifié que le stress oxydatif induit un stress du RE. Nous avons traité des cellules
min6 et des ilots de Langerhans humains par du peroxyde d’oxygéne et nous avons
vérifié par PCR quantitative I'expression de différents génes cibles du stress du RE.
Nous avons montré ici que le peroxyde d’oxygéne induit rapidement, a partir de 15
minutes, I'expression des génes chop/CHOP et p58IPK/P58IPK, ce dernier étant
induit par la voie ATF6 du stress du RE et cela dans nos deux modeles murins et
humains. (Figure 34 [221])

De plus, nous avons montré que I'utilisation d’un antioxydant ici le NAC, réduit
les effets des LDL-oxydées sur lI'expression de ces deux génes, chop/CHOP et
p58IPK/P58IPK dans les min6 et les ilots humains. (Figure 34 [221])

Ainsi, nous montrons ici l'implication du stress oxydatif dans l'activation du
stress du RE par les LDL-oxydées. En effet, l'inhibition du stress oxydatif inhibe
I'activation du stress du RE par les LDL-oxydées. Les LDL-oxydées induisent un
stress oxydatif qui induit d’'une part un stress du RE et d’autre part, I'expression du
facteur de transcription ICER, qui sont ensuite impliqués dans I'apoptose des cellules

béta et dans la diminution de I'expression et de la sécrétion de l'insuline.
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Figure 34 : Effet du stress oxydatif sur I'induction du stress du RE par les LDL-
oxydées. Figure issue de la publication [221].

a et b : Des cellules min6 et des flots de Langerhans humains ont été traités par 150 UM de peroxyde
d’hydrogéne (H202) durant 15, 30, 60 et 120 minutes. ¢ et d : Des cellules min6 et des flots de
Langerhans humains ont été traités par un véhicule, des LDL-natifs ou par des LDL-oxydées a 1 uM
(durant 72 heures. Puis les cellules sont co-traitées ou non par du N-acetylcystein (NAC) a 1 mM (c)
et a 10 mM (d). Les ARN issus de ces cellules et de ces flots ont été extraits, rétro-transcrits et
quantifiés par PCR quantitative. Les taux d’expression des ARNm des génes chop/CHOP et
p58IPK/P58IPK sont normalisés par le taux d’expression des ARNm du géne de référence
rplpO/RPLPO. Les résultats sont exprimés en quantité relative par rapport a la condition « V ». Les
données sont la moyenne + SEM de 3 expériences indépendantes réalisées en triplicat. Les résultats
ont été analysés par un test de Kruskal-Wallis et un post test Dunn's. *p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001.
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E. Conclusion

Dans ce chapitre, nous montrons que les effets déléteres des LDL-oxydées sur
la cellule béta proviennent entre autres de l'activation du stress du RE. Les LDL-
oxydées activent en effet la voie IRE1a, cette derniére étant responsable de
I'activation des JNKs. Nos résultats montrent ainsi que le stress oxydatif participe a
I'activation du stress du RE par les LDL-oxydées, ce qui déclenchera entre autres

I'activation des JNKs et I'apoptose des cellules béta.
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DISCUSSION ET
PERSPECTIVES

. LA SIGNALISATION DLK/INK3 CONTROLE LA
MASSE DE CELLULES BETA AU COURS DU
DEVELOPPEMENT POSTNATAL, DE L’OBESITE
ET DE LA GROSSESSE

Le développement pancréatique durant la période postnatale est caractérisé
par une expansion de la masse de cellules béta permettant d’acquérir un niveau de
production d’insuline adéquate pour répondre aux besoins de l'organisme. Il a été
montré que chez les rongeurs mais aussi chez I'humain, cette augmentation de la
masse de cellules béta résulte d’une élévation du taux de prolifération [37]. Il a par
ailleurs, été montré que le plus fort taux de prolifération de ces cellules chez le rat est
atteint a 10 jours aprés la naissance [38].

Dans la premiere partie de notre travail, nous montrons que DLK est
exclusivement exprimée dans le cytosol des cellules béta chez le rat et que son
expression est induite durant le développement postnatal chez le raton agé de 10
jours. Nous montrons également que la diminution de I'expression de DLK dans les
flots de rats nouveau-nés conduit a une diminution de la prolifération des cellules
béta. Par ailleurs, le taux basal d’apoptose des cellules béta n’est pas impacté par
'absence de DLK, ce qui indique que la diminution de la prolifération ne semble pas
liee a une augmentation de I'apoptose cellulaire. Ces résultats nous conduisent a
I'hypothése d’un rble de cette sérine-thréonine kinase dans le développement de la

masse des cellules sécrétrices d’insuline.

Plusieurs résultats confortent le réle de la MAPK JNK3 dans la cascade de

signalisations induite en aval de DLK dans la régulation postnatale de I’expansion
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des cellules béta. Tout d’abord de nombreuses études montrent que DLK est la
MAP3K impliquée dans l'activation des JNKs. Par ailleurs, notre étude de mesure de
I'activité des sérine-thréonine kinases (STK) dans des filots de ratons agés de 10
jours et dans des flots de rats adultes montre que les JNKs sont plus activées dans
les ilots de rats nouveau-nés. Parmi les différentes JNKs, JNK1 et JNK2 sont pro-
apoptotiques et ont été identifiées comme étant des médiateurs de I'apoptose induite
par différents stress cellulaires [162]. Ici, les résultats de nos expériences montrent
que DLK n’est pas impliquée dans 'apoptose des cellules béta et que I'absence de
JNKS3 conduit a une diminution de la prolifération des cellules béta dans des flots de
rats ageés de 10 jours. Il semble donc que DLK et JNK3 aient des effets comparables,
et donc que JNK3 soit la candidate a I'action de DLK, parmi les trois JNKs, et qu'une

augmentation de I'expression de DLK stimule I'activité de JNK3.

Dans le systeme nerveux central DLK active les 3 isoformes JNKs via la
MAP2K, MKK7. Dans les cellules béta, JNK3 est la plus abondante parmi les
isoformes JNKs. Comme DLK, JNK3 a aussi un profil d’expression plus restreint, elle
ne s’exprime que dans les neurones et les cellules béta, alors que JNK1 et JNK2
sont exprimées dans plusieurs autres types cellulaires [162], [171]. Ainsi, ces
observations confortent les résultats précédents, a savoir que lactivation de la

signalisation JNK3 par DLK serait privilégiée par rapport a celle de INK1 et INK2.

L’activation des JNKs par DLK est connue pour se faire au sein d’'un complexe
réalisé par des protéines d’échafaudages, parmi lesquelles les « Islets-Brain ». Une
protéine d’échafaudage suit également un profil d’expression restreint aux neurones
et aux cellules béta identique a JNK3 et DLK, c’est la MAPKB8IP1 appelée aussi islet-
brain 1 (IB1). Ces observations suggerent que JNK3 est régulée par DLK et MKK7
dans un complexe organisé par IB1. L'interaction de ce complexe au sein de la
cellule béta pourrait-étre démontrée par immunoprécipitation en supprimant
'expression d”’IB1. Le role d’IB1 sur la prolifération des cellules béta de rats
nouveau-nés pourrait permettre de conforter I'idée de I'importance de ce complexe
au cours du développement ainsi que de la compensation de la masse de cellules

béta.
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. REGULATION DE LA SIGNALISATION DLK/JNK3
PAR LE GLP-1

Des études ont montré dans les cellules béta que I'expression de JNK3 et d’IB1
est stimulée par les mimétiques du GLP-1, tels que I'exendine 4 [192], [205]. Nos
travaux ont permis de souligner la régulation de I'expression de DLK par I'exendine 4
dans des flots de rats. Le GLP-1 joue un r6le important dans la prolifération des
cellules béta [224]. Ainsi, nous supposons que cette hormone pourrait étre
essentielle pour la prolifération des cellules béta dans des contextes physiologiques
et physiopathologiques. Au cours du développement postnatal et jusqu’au sevrage,
le développement des cellules entéro-endocrines est parallele a celui des cellules
béta, suggérant un dialogue entre ces 2 types cellulaires [225]. Nous suggérons que
la maturation des cellules entéro-endocrines productrices du GLP-1 pourrait
contribuer au développement des cellules béta via l'activation de la signalisation
JNK3 au cours du développement postnatal et que le mécanisme par lequel le GLP-
1 stimule I'expression de DLK serait indépendant de l'induction de I'expression du
récepteur au GLP- 1 (GLP1-R). En effet, deux grandes études montrent que
'expression du récepteur au GLP-1 (GLP1-R) est plus faible dans les ilots de rats
nouveau-nés par rapport aux flots de rats adultes [38], [67]. Chez I'humain

I'expression du GLP1-R n’est pas différente entre des sujets jeunes et agés [226].
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l1l.  IMPLICATION DE LA SIGNALISATION DLK/INK3
DANS LA COMPENSATION ET LE
DYSFONCTIONNEMENT DES CELLULES BETA :
ROLE DU STRESS OXYDATIF ET DU RETICULUM
ENDOPLASMIQUE (RE)

A. Rble du stress du RE dans le développement de la

masse des cellules béta

Nos différents travaux exposés ici étudient d’'une part le développement de la
masse de cellule béta et les mécanismes pouvant étre activés lors de la
compensation de cette masse notamment au cours de I'obésité et d’autre part les
mécanismes impliqués dans le déclin de la cellule béta lors du développement d’'un
diabete de type 2. Dans ce dernier axe nous montrons le réle du stress du RE dans
les effets délétéres des LDL-oxydées sur la cellule béta.

Cependant, comme nous l'avons dit dans l'introduction, le réle du stress du RE
au sein de la cellule béta peut étre paradoxal. En effet, différentes études montrent
que le stress du réticulum endoplasmique est impligué dans le développement
postnatal de la masse de cellules béta pancréatiques. Il a été montré sur un modéle
de souris invalidées pour le géne codant la protéine PERK, spécifiquement dans la
cellule béta, qu'une masse de cellules béta nettement réduite comparée aux souris
contrbles. Chez ces souris invalidées pour PERK, le taux de prolifération en période
postnatale est nettement impacté [144] et les souris développent un diabete dés la
naissance. Nous pouvons donc supposer un lien entre I'activation de la signalisation
de DLK et le stress du RE. De plus, une étude montre que I'agoniste du récepteur au
GLP-1, 'exendine-4, est capable d’induire un des effecteurs du stress du RE, ATF4
d’'une maniére indépendante de la phosphorylation d’elF2a [227]. L'exendine-4
régule I'expression d’ATF4 via la voie AMPc/PKA. La voie PERK a été montrée
comme pouvant étre impliquée dans I’homéostasie et le maintien de la cellule béta
[228]. Le lien existant entre le stress du RE et I'expression de DLK pourrait provenir

de la liaison entre les complexes DLK/IJNK3 et la voie GLP-1/ATF4 lors du
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développement et de la compensation de la cellule béta [227].

Nous montrons dans notre étude que le GLP-1 est a 'origine de 'augmentation
de DLK et ainsi de 'augmentation de 'activation de JNK3. Dans les cellules, I'activité
des différentes isoformes des JNKs dépend de leurs niveaux d’expression respectifs
et de leurs activités respectives. Nous savons que JNK1 est la MAPK activée lors
d'un stress du RE via la voie IRE1a [143]. Nous supposons ici, qu’une fois activee
JNK1 exerce un rdle pro-apoptotique dans la cellule béta. Le GLP-1 pourrait
renverser cet effet, via la régulation positive de JNK3 et ainsi permettre a cette
isoforme de prendre le dessus sur JNK1 et induire la protection et la prolifération des

cellules béta dans un contexte de compensation.

B. ROle du stress oxydatif et du RE dans la perte de la

masse des cellules béta dans le diabete

Une des causes principales du développement d’un diabéte de type 2 est la
défaillance de la cellule béta pancréatique. Le dysfonctionnement des cellules béta et
la perte de leur masse sont induits par différents stress cellulaires activés par
différents facteurs tels que I'’hyperglycémie chronique et/ou la présence d’acides gras
libres [229]. Parmi ces stress le stress oxydatif et le stress du RE ont largement été
montrés comme participant au déclin fonctionnel de la cellule béta. En effet, ils sont
principalement connus pour induire I'apoptose de ces cellules lors de I'évolution de la
maladie [148], [230]. Dans le deuxiéme axe de recherche développé ici, nous
montrons que les LDL-oxydées sont responsables du déclin de la cellule béta, ils
induisent I'apoptose cellulaire dans la lignée MING et dans des ilots de Langerhans
humains. Nous nous sommes intéressés aux mécanismes régulant cette mort
cellulaire et nous avons montré que les LDL-oxydées provoquent un stress oxydatif
dans les cellules béta, ce dernier induisant a terme I'activation de différentes voies, la

voie IRE1a et ATF6 du stress du RE responsables de la mort des cellules béta.

De nombreuses études indiquent un effet synergique entre le stress oxydatif et
le stress du RE. De plus, un lien d’activation croisée a été montré, en effet,
I'activation du stress du RE aboutit a I'activation du stress oxydatif et réciproquement
[231], [232]. Différents facteurs diabétogenes sont responsables de la production de
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ROS (Reactive Oxygen Species) dans la cellule. C’est le cas de la glucolipotoxicité
mais aussi de l'oxydation de différents lipides et en particulier du cholestérol qui
forme alors des oxystérols induisant la formation de ROS [231], [232]. Ces derniers
peuvent étre responsables de I'activation d’un stress du RE. Inversement le stress du
RE peut produire des ROS qui engendrent a leur tour un stress oxydatif. Car la
formation de ponts-disulfures au cours de la synthese des protéines ainsi que
'accumulation de protéines mal conformées dans le RE sont une source de
production de ROS qui peuvent ainsi déclencher un stress oxydatif [233]. De plus, il a
été montré que la protéine CHOP traduite lors d’un stress du RE est responsable de
I'activation d’'un stress oxydatif. D’autre part il a été montré que l'activation de la
transcription du géne ERO-1 est également responsable de la formation de ROS et
induit une perturbation de I'activité mitochondriale [141]. La mitochondrie quant-a-elle
amplifie les effets du stress du RE. En effet, lors de ce dernier, le Ca?* libéré est
récupéré par la mitochondrie dont la fonction est alors altérée ce qui conduit a une

forte production de ROS qui vont agir sur la libération du Ca?* par le RE [234].

Notre étude s’inscrit dans ce contexte et conforte le lien existant entre le stress
du RE et le stress oxydatif. En effet, nous montrons que le déclenchement du stress
du RE par les LDL-oxydées nécessite au préalable I'activation d’un stress oxydatif.
Nous montrons aussi que le peroxyde d’oxygene, un des nombreux ROS, active le
stress du RE. La principale cause de production des ROS par le RE est la formation
de ponts disulfures. Seulement, dans notre étude nous montrons que les principales
protéines responsables de la formation de ces ponts disulfures ne sont pas induites
par les LDL-oxydées [213]. Un des autres liens entre le stress oxydatif et le stress du
RE est la mitochondrie. La voie PERK est la voie principale faisant le lien avec
I'activation de la mitochondrie. En effet, il est connu que PERK se situe dans la
membrane mitochondriale associée au RE et constitue une structure importante pour
le passage du Ca?* du RE vers la mitochondrie [234]. Or, nous montrons dans notre

étude que les LDL-oxydées ne semblent également pas activer cette voie.

Par ailleurs, une précédente étude montre que I'expression du répresseur
transcriptionnel ICER est induite par les LDL-oxydées et I'’hyperglycémie chronique
dans la cellule béta [157]. L’induction d'ICER par I'hyperglycémie chronique et les
LDL-oxydées réduit I'expression de la protéine d’échafaudage IB1 [151], [157]. La
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diminution d’IB1 est une des causes principales par laquelle les LDL-oxydées
induisent I'apoptose des cellules béta [158]. Des études futures seront nécessaires
afin de démontrer si la diminution de I'expression d’'IB-1 est associée avec la perte de
I'activation de JNKS.

V. CONCLUSION

Au cours de cette thése, nous nous sommes intéressés aux sérine-thréonine
kinases impliquées dans le développement postnatal de la masse de cellules béta
ainsi que dans la compensation de cette masse au cours de la grossesse et de
'obésité. Nous avons montré que I'expression d’'une sérine-thréonine kinase, DLK,
est induite au cours de ces différents états. L’expression de cette kinase est en effet
nécessaire a la prolifération de la cellule béta durant le développement postnatal.
Nous avons montré ici que DLK agit via un complexe impliquant la MAPK JNK3.
Ainsi, nous révélons 'existence d’'un complexe nécessaire a I'expansion de la masse

de cellules béta durant le développement postnatal.

Un diabéte de type 2 survient lorsque la cellule béta n’est plus en mesure de
s’adapter a I'insulino-résistance des tissus cibles de I'insuline. Les stress induits dans
la cellule béta au cours du développement d’'un diabéte sont en grande partie
responsables de cet échec de la cellule béta. Dans cette étude, nous nous sommes
intéressés au stress oxydatif et au stress du RE. Nous avons montré que les LDL-
oxydées sont responsables de I'activation de ces deux types de stress cellulaires. De
plus, nous avons montré que le stress oxydatif est responsable du déclenchement
d’un stress du RE lors d'un traitement aux LDL- oxydées. Cette étude suggere un
réle pour ce mécanisme dans la mort de la cellule béta induite par les LDL-oxydées

au cours d’'un diabéte de type 2.
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Endoplasmic Reticulum Stress Links Oxidative Stress to Impaired Pancreatic
Beta-Cell Function Caused by Human Oxidized LDL.

Plaisance V, Brajkovic S, Tenenbaum M, Favre D, Ezanno H, Bonnefond A, Bonner
C, Gmyr V, Kerr-Conte J, Gauthier BR5, Widmann C, Waeber G, Pattou F, Froguel
P, Abderrahmani A.

ABSTRACT

Elevated plasma concentration of the pro-atherogenic oxidized low density
lipoprotein cholesterol (LDL) triggers adverse effects in pancreatic beta-cells and is
associated with type 2 diabetes. Here, we investigated whether the endoplasmic
reticulum (ER) stress is a key player coupling oxidative stress to beta-cell dysfunction
and death elicited by human oxidized LDL. We found that human oxidized LDL
activates ER stress as evidenced by the activation of the inositol requiring 1a, and
the elevated expression of both DDIT3 (also called CHOP) and DNAJC3 (also called
P58IPK) ER stress markers in isolated human islets and the mouse insulin secreting
MING cells. Silencing of Chop and inhibition of ER stress markers by the chemical
chaperone phenyl butyric acid (PBA) prevented cell death caused by oxidized LDL.
Finally, we found that oxidative stress accounts for activation of ER stress markers
induced by oxidized LDL. Induction of Chop/CHOP and p58IPK/P58IPK by oxidized
LDL was mimicked by hydrogen peroxide and was blocked by co-treatment with the
N-acetylcystein antioxidant. As a conclusion, the harmful effects of oxidized LDL in
beta-cells requires ER stress activation in a manner that involves oxidative stress.
This mechanism may account for impaired beta-cell function in diabetes and can be

reversed by antioxidant treatment.
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Increased Hepatic PDGF-AA Signaling Mediates Liver Insulin Resistance in

Obesity-Associated Type 2 Diabetes.

Abderrahmani A, Yengo L, Caiazzo R, Canouil M, Cauchi S, Raverdy V, Plaisance V,
Pawlowski V, Lobbens S, Maillet J, Rolland L, Boutry R, Queniat G, Kwapich M,
Tenenbaum M, Bricambert J, Saussenthaler S, Anthony E, Jha P, Derop J, Sand O,
Rabearivelo I, Leloire A, Pigeyre M, Daujat-Chavanieu M, Gerbal-Chaloin S, Dayeh
T, Lassailly G, Mathurin P, Staels B, Auwerx J, Schirmann A, Postic C, Schafmayer

C, Hampe J, Bonnefond A, Pattou F, Froguel P.

ABSTRACT

In type 2 diabetes (T2D), hepatic insulin resistance is strongly associated with
nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). In this study, we hypothesized that the DNA
methylome of livers from patients with T2D compared with livers of individuals with
normal plasma glucose levels can unveil some mechanism of hepatic insulin
resistance that could link to NAFLD. Using DNA methylome and transcriptome
analyses of livers from obese individuals, we found that hypomethylation at a CpG
site in PDGFA (encoding platelet-derived growth factor a) and PDGFA
overexpression are both associated with increased T2D risk, hyperinsulinemia,
increased insulin resistance, and increased steatohepatitis risk. Genetic risk score
studies and human cell modeling pointed to a causative effect of high insulin levels
on PDGFA CpG site hypomethylation, PDGFA overexpression, and increased
PDGF-AA secretion from the liver. We found that PDGF-AA secretion further
stimulates its own expression through protein kinase C activity and contributes to
insulin resistance through decreased expression of insulin receptor substrate 1 and
of insulin receptor. Importantly, hepatocyte insulin sensitivity can be restored by
PDGF-AA-blocking antibodies, PDGF receptor inhibitors, and by metformin, opening
therapeutic avenues. Therefore, in the liver of obese patients with T2D, the increased
PDGF-AA signaling contributes to insulin resistance, opening new therapeutic

avenues against T2D and possibly NAFLD.
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Physiopathologie du diabéte
Tenenbaum M, Bonnefond A, Froguel P, Abderrahmani A

RESUME

Le diabéte est défini par une hyperglycémie survenant lorsque la quantité
d’'insuline plasmatique n’est plus suffisamment produite et/ou assez active par
rapport aux besoins de I'organisme. La physiopathologie a l'origine de cette carence,
complexe et hétérogéne, permet de distinguer différents types de diabéte : le diabéte
de type 1, le diabete de type 2 et le diabete gestationnel. Outre les facteurs
génétiques et environnementaux, les travaux de recherche révélent désormais
'importance de I'épigénétique, de la fonction intestinale et du microbiote comme des

acteurs clés dans le développement des différents types de diabéte.

ABSTRACT

Diabetes is defined by hyperglycemia. The disease develops when insulin
production does not meet the insulin demand from the body. The pathophysiological
mechanisms that account for the beta-cell demise is complex and heterogenous
among the different types of diabetes including type 1 diabetes, type 2 diabetes ad
gestational diabetes. Beside of genetic and environmental factors, many studies have
unveiled the key role of epigenetics, gut microbiota and intestine permeability in the

development of the different types of diabetes.
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