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Titre :

Role des interactions entre la mitochondrie et le réticulum endoplasmique dans les
défauts de sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques au cours du diabéte de type
2.

Résumé :

La mitochondrie et le réticulum endoplasmique (RE) forment un réseau dans les
cellules qui contréle la fonction et le destin cellulaire. La mitochondrie de la cellule B
pancréatique joue un réle central dans la sécrétion d’insuline en réponse au glucose de par
sa capacité a produire de I'ATP. Le RE lui prend en charge la mise en conformation de
I'insuline et joue le role de stock calcique. Ces deux organites se rejoignent au niveau de
points de contact appelés Mitochondria Associated endoplasmic reticulum Membranes
(MAMs). Les MAMs sont le siége d’échanges calciques et lipidiques entre les 2 organites. Les
altérations de la mitochondrie et du RE ont été montrées comme des facteurs contribuant
au développement du diabéte de type 2. L'implication des MAMs n’a cependant jamais été
étudiée dans la cellule B.

La glucotoxicité provoquée par une exposition chronique a des concentrations
élevées de glucose, est un facteur clé de la dysfonction B pancréatique au cours du diabete
de type 2. J'ai pu démontrer que la glucotoxicité augmentait la fission mitochondriale et le
nombre de MAMs dans les cellules B humaines et INS-1E mais que ces MAMs présentaient
des défauts d’échanges calciques, pouvant ainsi contribuer au défaut de la sécrétion
d’insuline. J’'ai ensuite modulé les MAMs soit via une stimulation aigue au glucose soit par
I"utilisation d’un siRNA qui rompt partiellement les contacts entre le RE et la mitochondrie
ou par l'utilisation d’un linker qui artificiellement force ces contacts. La stimulation aigue au
glucose augmente les MAMs et le transfert de calcium du RE vers la mitochondrie alors que
la rupture des contacts diminue la sécrétion d’insuline. Enfin le linker en forgant les
rapprochements RE-mitochondrie, mime les effets de la glucotoxicité.

Ce travail, constitue la premiére étude structurelle et fonctionnelle des MAMs dans la
cellule B pancréatique, éclairant leur réle dans la dysfonction B pancréatique lors du
développement du diabéete de type 2.

Mots Clés: Mitochondrie, RE, MAMs, Diabéte de type 2, Glucotoxicité, Sécrétion
d’insuline, Calcium.



Title :

Role of the interactions between the mitochondria and the endoplasmic reticulum in the
pancreatic beta cell failure during type 2 diabetes.

Abstract :

Mitochondria and endoplasmic reticulum (ER) form a network in cells that control cellular
function and fate. Mitochondria play a central role in insulin secretion in 3 cell by its ability
to product ATP. ER takes in charge of insulin folding and is the major cell calcium store. Both
organelles interact at contact sites, defined as mitochondria-associated membranes
(MAMs), a multiprotein complex implicated in calcium transfer and lipid exchange .
Alterations of mitochondria and ER have been shown to contribute to metabolic disorder
such as type 2 diabetes. MAMS were recently implicated in the regulation of glucose
homeostasis. But the role of MAMs in 8 cells is still largely unknown and their implication in
glucotoxicity-associated 1§ cell dysfunction remains to be defined.

Here, | report that acute glucose stimulation stimulated ER-mitochondria interactions
and calcium (Ca*) exchange in INS-1E cells, whereas disruption of MAMs altered glucose-
stimulated insulin secretion (GSIS). Conversely, chronic incubations with high glucose of
either INS-1E cells or human pancreatic islets altered GSIS, and concomitantly reduced ER
Ca’' store, increased mitochondrial Ca?* and reduced ATP-stimulated ER-mitochondria Ca®*
exchanges, despite an increase of organelle interactions. Furthermore, glucotoxicity-induced
perturbations of Ca?* signalling are associated with ER stress, altered mitochondrial
respiration and mitochondria fragmentation, and these organelle stresses may participate to
increased organelle tethering, as a protective mechanism. Lastly, sustained induction of ER-
mitochondria interactions using a linker induced mitochondrial fission and altered GSIS.

Therefore, dynamic organelle coupling participates to GSIS in 3 cells and over-time
disruption of organelle Ca®* exchange might be a novel mechanism contributing to
glucotoxicity-induced B cell dysfunction in type 2 diabetes.

Key words : Mitochondria, ER, MAMs, Type 2 Diabetes, Glucotoxicity, Insulin secretion,
Calcium.

10



A

AA

AC
Acétyl-CoA
Ach
ADA
ADP
AG
AGE
ALA
AMPc
ANT
Arfl
ARNt
AS160

ASC

ATF3/4/6
ATG5/14
ATP

B

Bak
Bap31
Bax
Bcl-2
Bok
BRET

C

Ca2+
CarMeN
CFP
CGRP
CHOP
CiCR
Cisd2
CLHP
CLPP
Co-IF
Co-IP
COX1/2

Abréviations

Acides Aminés

Adénylate Cyclase

Acétyl Coenzyme A
Acétylcholine

American Diabetes Association
Adénosine Diphosphate

Acides Gras

Advanced Glycation End product
a-Linolenic Acid

Adénosine MonoPhosphate cyclique
Adenine-Nucleotide Translocator
ADP-ribosylation factor 1

ARN de transfert

Akt substrate 160

Apoptosis-associated Speck-like protein containing a Caspase activation and

recruitment domain

Activating Transcription Factor 3/4/6
Autophagie related gene 5/14
Adénosine Tri Phosphate

Bcl homologous antagonist killer

B-cell receptor associated protein 31

Bcl-2 associated protein X

B-cell lymphoma 2

Bcl-2-related ovarian killer

Bioluminescence Resonance Energy Transfer

Calcium

Cardio Métabolisme Nutrition

Cyan Fluorescent Protein

Calcitonin Gene-Related Peptide

C/EBP Homologous Protein

Calcium Induced Calcium Release

CDGSH iron-sulfur cluster-containing protein 2
Chromatographie en phase liquide a haute performance
ATP dependent CLP protease proteolytic subunit
Co-Immuno-Fluorescence

Co-Immuno précipitation

Cytochrome C oxydase 1 ou 2

11



CypD
CytC
D

DAG
DAMPs
DOCS
Drpl
E
EIF2AK3
elF2a
EMC
EMRE
ERAD
ERES
ERK
ERMES
Erola
ERp44
ET
ETC

F

FAD
FADH,
FAT

FATE1
FIB-SEM
Fisl

FRET

G

G6P
GADD34/153
GCK

GFP

Gi

Gimap5

GIP

Glc

GLP-1

GLUT

Gp78

GPCRs

GRP
Grp75/78/94
GSH

Cyclophilin D
Cytochrome C

Diacylglycérol

Damage-Associated Molecular Patterns
Down-stream of CHOP
Dynamin-Related Protein 1

Eukaryotic translation Initiation Factor 2 Alpha Kinase 3
Eucraryotic translation initiation factor 2
ER Membrane protein Complex
Essential MCU Regulator

ER Associated protein Degradation

ER Exite Sites

Extracellular signal-Regulated Kinase
ER-Miotchondria Encounter Structure
Endoplasmic reticulum oxidoreductin 1
Endoplasmic reticulum protein 44
Electron Tomography

Electron Transport Chain

Flavine Adénine Dinucléotide
Dihydrure de Flavine Adénine Dinucléotide

Fatty Acid Translocase

Fetal and adult testis-expressed transcript protein
Focused lon Beam SEM

Fission 1

Fluorescent Resonance Energy Transfer

Glucose 6 phosphate

Growth Arrest and DNA Damage-inducible gene 54/153
Glucokinase

Green Fluorescent Protein

Protéines G inhibitrices

GTPase Immuno associated protein 5
Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide
Glucose

Glucagon-Like Peptide 1

GLUcose Transporter

Glycoprotein 78

G Protein Coupled Receptors

Gastrin Releasing Peptide

Glucose Related Protein 75/78/94
Glutathione

12



GSSG
GTPases

H,O,
HCSP
HCX
HFD
HFHS
HK?2
HO:
HR1/2
hsPCA1

IAPP
IEM
IFN2
IL-1B
IMM
IP3
IP3R
IRE1
IRS

JNK

K

K+

KO

L

Letml

M

MAFA
mAKAP1
MAMs
MAVS
Mcpl/2
MCS
MCU
Mdm5/10
ME

Mff
Mfn2
MICOS
MICU1/2
MiD49/51

Glutathione Disulfide
Guanosine TriPhosphatases

Peroxide d’hydrogene

Highly Calcium Sensitive Pool
H+/Ca®* Exhangers

High Fat Diet

High Fat High Sucrose
Hexokinase 2

Radicaux hydroxyl

Heptad-Repeat regions 1/2
human secretory Pathway Ca?* ATPase 1

Islets Amyloid Polypeptide
Immunoelectron Microscopy
Inverted formin 2

Interleukine 1 beta

Inner Mitochondrial Membrane
Inositol triphosphate

Inositol 3-Phosphate Receptor
Inositol-requiring protein 1
Insulin Receptor Substrate

c-Jun N terminal Kinase

Potassium
Knock Out

Leucin-Zipper EF Hand Containing Transmembrane protein 1

V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homologue A
mitochondrial A Kinase Anchoring Protein 1

Mitochondria Associated ER Membranes

Mitochondrial AntiViral Signaling protein

Mdm10 Complementing Protein 1/2

Membrane Contact Site

Mitochondrial Calcium Uniporter

Mitochondrial distribution and morphology protein 5/10
Microscopie Electronique

Mitochondrial fission Factor

Mitofusin 2

Mitochondrial Contact sites and cristae Organizing System
Mitochondrial Calcium Uptake 1/2

Mitochondrial Division

13



MITOL
MitoPLD
Mmm
mTORC
N

NAD
NADH
NCLX
NFkB
NLRP3
NOX

0]

0,

0,
OGT

OGTT
OMA1l
oMM
OoMS
OPA1
OXPHOS
P

PA
PACAP
PACS2
PC
PDH
PDI
Pdx1
PE
PERK
PI3K
PIP2
PKA
PKB
PKC
PKCM\/e
PKR
PLA
PLC
PML
PP
PP1
PP2A

Mitochondrial E3 ubiquitin-protein ligase MARCH 5
Mitochondrial phospholipase D

Maintenance of mitochondrial

mammalian Target Of Rapamycin Complex 2

Nicotinamide Adénine Dinucléotide

Hydrure de Nicotinamide Adénine Dinucléotide
Na+/Ca%*/Li Exchangers

Nuclear Factor kB

NOD-like receptor protein 3

NADPH oxidases

Oxygéne
Anions Superoxide

Olinked B-N-acetylglucosamine Tranferase
Oral Glucose Tolerance Test

Overlapping activities with m-AAA protease
Outer Mitochondrial Membrane
Organisation Mondiale de la Santé

Optic Atrophy 1

Oxydative Phosphorylation complexe

Phosphatidic Acid

Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide
Phosphofurin Acid Cluster Sorting protein 2
PhosphatidylCholine

Pyruvate Déshydrogénase

Protéine Disulfide Isomérase
Pancreatic and duodenal Homeobox 1
PhosphatidylEthanolamine

Protein Kinase RNA-like ER Kinase
Phosphoinositide 3 Kinase
Phosphatidyl Inositol DiPhosphate
Protéines Kinase A

Protéine Kinase B

Protéine Kinase C

Protéine Kinase C \/e

RNA-activated Protein Kinase
Proximity Ligation Assay
Phospholipase C

Promyelocytic Leukemia

Polypeptide Pancréatique

Protéine Phosphatase 1

Protéine Phosphatase 2A

14



PPIiA
Prx4
PS
PS1/2
PSD
PSS
PTEN
PTP

Q
gPCR
R
RAGE
RE
RER
RFP

R
RIG-I
ROS
RyR

S
S1/2P
Sacl
SBF-SEM
SEM
SER
SERCA
SiglR
siRNA
SMP
SNARE
SS
STIM
STING
sXBP1
T
TAK-875
TCA
TEM
TG
TOM-5
TRB3
TRPM2
Trxs
TUDCA

Peptidylpropyl Isomerase A

Peroxiredoxine 4

PhosphatidylSérine

Preseline 1 et 2

PS Decarboxylase

PS synthase

Phosphatase and Tensin homolog on chromosome 10
Permability Transition Pore

guantitative Polymerase Chain Reaction

Récepteurs aux AGEs
Réticulum Endoplasmique
Rough Endoplasmic Reticulum
Red Fluorescent Protein
Récepteurs a 'insuline
Retinoic acid-Inducible Gene-|
Reactive Oxygen Species
Ryanodine Receptor

Site 1/2 Protéases

Suppressor of actin mutations 1-like

Serial Block Face-SEM

Scanning Electron Microscopy

Smooth Endoplasmic Reticulum

Sarco/endoplasmic reticulum Ca’' ATPase

Sigma 1 receptor

Small interfering Ribo Nucleic Acid

Synaptotagmin-like mitochondrial-lipid binding protein
Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor
Somatostatine

Stromal Interaction Molecule

Stimulator of Interferon genes

splice X Box Binding Protein 1

Fasiglifam

Tricarboxylic Acid Circle

Transmission Electron Microscopy

Triglycérides

Translocase of the Outer Membrane 5

Tribbles-related protein3

Transient Receptor Potential cation channel subfamily M, member 2
Thioredoxine

Tauroursodeoxycholic Acid

15



Txnip
U

ucp
UDP-GIcNACc
UPR
UPR®™
UPR™
Ups2
Vv
VDAC1
VIP
VLDL
w

WB
Wifs1
X
XBP1
Y

YFP

Thioredoxin-interacting protein

UnCoupled Protein

Uridine Diphosphate-N-Acetylglucosamine

Unfold Protein Response

Unfold Protein Response activated by mistargeting of proteins

Unfold Protein Response mitochondriale

Universal proteomics standard-2
Voltage Dependent Anion-selective Channel 1
Vasoactive Intestinal Peptide

Very Low Density Lipoprotein

Western Blot
Wolfram syndrome protein 1

X-box Binding Protein 1

Yellow Fluorescent Protein

16



Avant-propos

Le diabéte est une pandémie mondiale. Selon I'OMS (Organisation Mondiale de la
Santé), il a touché 108 millions d’adultes en 1980 pour 422 millions en 2014. La prévalence du
diabéete a presque doublé ces derniéres années et généré 1.5 millions de morts en 2012,

placant le diabete comme un probleme majeur de santé publique.

Les causes du diabéte de type 2 sont a la fois génétiques et environnementales, dues
essentiellement a la surnutrition ainsi qu’un style de vie de nos jours de plus en plus
sédentaire. Le diabéte de type 2 entraine une insulino-résistance des tissus périphériques qui
deviennent insensibles a I'action de I'insuline, une hormone hypoglycémiante qui permet la
capture du glucose sanguin par les tissus périphériques tels que le muscle, le tissu adipeux ou
le foie. Cette insulino-résistance est compensée par une hypersécrétion d’insuline qui a terme

épuise la cellule 8 pancréatique insulinosécrétrice qui dysfonctionne et meurt.

Les mécanismes cellulaires sous-jacents a cette dysfonction restent encore peu connus
et nécessitent de plus amples études. C’est dans ce contexte que nous cherchons a étudier les
effets de la glucotoxicité (exposition chronique a des concentrations élevées de glucose) sur
la sécrétion d’insuline par les cellules B. La mitochondrie et le réticulum endoplasmique (RE)
sont deux organites clés pour la fonctionnalité B pancréatique et leur dysfonction est une des
caractéristiques du diabéte de type 2. De plus, il existe des zones de contacts entre la
mitochondrie et le réticulum endoplasmique, ces zones de contacts sont appelées MAMs
(Mitochondria Associated ER Membranes) et sont impliquées dans des échanges lipidiques et
calciques entre les 2 organites. L’implication des MAMs dans la sécrétion d’insuline et dans la
dysfonction B pancréatique inhérente au diabéte de type 2 n’ont a ce jour encore jamais été

étudiées.

C’est dans ce contexte qu’au sein du laboratoire CarMeN (Cardio Métabolisme
Nutrition) j’ai effectué ma thése. La glucotoxicité est maintenant reconnue comme I'un des
facteurs impliqués dans la dysfonction B lors du diabéte de type 2. J'ai tout d’abord mis en
place un modéle de glucotoxicité dans la lignée cellulaire B de rat INS1-E, grdce auquel j’ai

étudié I'impact de la glucotoxicité sur la mitochondrie, le réticulum endoplasmique et les
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MAMis en relation avec I’lhoméostasie calcique et la sécrétion d’insuline. Dans un 28me temps,
j’ai tenté de moduler les MAMSs en ciblant par siRNA (small interfering RNA) des protéines
reliées aux MAMs telles que Mfn2 (Mitofusine 2), Grp75 (Glucose related protein 75) et CypD
(Cyclophilin D) mais également via I'utilisation d’un linker artificiel, qui force les contacts RE-

mitochondrie.

Mes travaux de thése ont pu révéler le « phénotype des MAMs » en réponse a la
glucotoxicité. J'ai pu confirmer tout d’abord la dysfonction mitochondriale et réticulaire en
réponse a la glucotoxicité. Ces mécanismes sont associés a une régulation positive des
MAMs. Malgré cette adaptation positive, les transferts calciques entre les 2 organites sont
fortement diminués et pourraient étre a I'origine de I'altération de la sécrétion d’insuline en

réponse au glucose.

J'ai également regardé I'effet d’une stimulation aigue au glucose sur la sécrétion
d’insuline, comme pour mimer I'augmentation de la glycémie en réponse a une prise
alimentaire. Nous avons pu observer une régulation positive du nombre de points de contacts
entre le RE et la mitochondrie, celle-ci s’accompagne d’un transfert calcique plus grand, qui

pourrait entrer en jeu dans la sécrétion d’insuline.

Nous avons également forcé les contacts via I'utilisation d’un linker artificiel. Cette
induction mime les effets de la glucotoxicité sur I'altération mitochondriale et le défaut de
sécrétion d’insuline, démontrant ainsi le réle essentiel des MAMs dans les effets délétéres de

la glucotoxicité.

Ces travaux apportent donc une meilleure compréhension des mécanismes sous-
jacents a la glucotoxicité dans le diabéte de type 2 mais également sur I'implication des

MAM s dans la physiopathologie de la cellule B pancréatique.
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INTRODUCTION — Partie 1 : Physiologie de la cellule B

Partie 1 : Physiologie de la cellule

1) La cellule B au centre du métabolisme

1.1) Localisation/Structure

Le pancréas est une glande amphicrine, c’est a dire a la fois exocrine et endocrine,
qui assure de nombreuses fonctions essentielles au métabolisme chez les mammiféres. Le
pancréas se situe au niveau de la cavité abdominale (Figure 1A). Il est relié a la papille
majeure du duodénum via le canal pancréatique principal par I'ampoule hépato-
pancréatique et le sphincter hépato-pancréatique, ce qui permet au pancréas exocrine
d’excréter les enzymes pancréatiques ainsi que des ions bicarbonate essentiels a la digestion
dans les canaux excréteurs. Le pancréas exocrine est organisé sous forme de glandes
acineuses ou acini et de canaux excréteurs qui vont confluer vers le canal pancréatique.
Alors que le pancréas endocrine est organisé sous forme d’amas cellulaires arrondis ou

d’Tlots (Figure 1B) richement vascularisés, les flots de Langerhans (Widmaier et al., 2013).

Chez I'homme on trouve environ 3,2-14,8 million d’llots de Langerhans au sein du
pancréas exocrine chez I’homme, ce qui constitue seulement 2% de la masse totale du
pancréas (Da Silva Xavier, 2018). Chaque flot est constitué d’'un mélange hétérogene de
cellules (Figure 1C) : 50-75 % sont les cellules B (sécrétant I'insuline), 35-40% sont les cellules
o (sécrétant le glucagon), 5-10 % sont les cellules & (sécrétant la somatostatin ou SS), 1 %
sont des cellules PP (sécrétant le Polypeptide Pancréatique) (Hellman, 1959). Derniérement
des cellules appelées cellules € (1% des cellules de I'llot) ont étés identifiées en périphérie
des ilots de rats et des flots humains apres marquage a la grhéline (Wierup et al., 2014). L'llot
est richement vascularisé par les artéres spléniques et mésentériques supérieures.
L'architecture de I'flot differe entre ’'homme et les rongeurs. Chez ’lhomme, I'organisation
des différentes cellules composant I'llot semble aléatoire, mais reflete en fait un
enchevétrement de plusieurs structures manteau(a)/coeur(B) au sein du méme flot. Chez le
rongeur, les cellules alpha se trouvent exclusivement en périphérie et les cellules B au

centre, formant une seule structure manteau/coeur (Bosco et al., 2010; Cabrera et al., 2006).
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Figure 1: Localisation de l'ilot de Langherans. A, Représentation d’un pancréas humain
constitué de cellules Exocrines et de cellules Endocrines (llots de Langerhans). B, Image
d’llots de Langerhans d’origine humaine (U1060, CarMeN). C, Représentation de la structure
cellulaire d’un flot humain montrant la présence de cellules a, 8, 6 et PP.

1.2) Role clé de I'illot dans la régulation de la glycémie

La présence des transporteurs du glucose (GLUT) et la riche vascularisation de I'ilot
de Langerhans permet au pancréas endocrine de détecter des variations fines de la glycémie

et ainsi de sécréter en conséquence différentes hormones.
1.2.1) La cellules a

Les cellules a sécretent du glucagon, cette hormone permet d’augmenter la glycémie
en condition d’hypoglycémie via la glycogénolyse hépathique (production de glucose a partir

de glycogene). Il existe une relation antagoniste entre les cellules a et B pancréatiques, ainsi

24



INTRODUCTION — Partie 1 : Physiologie de la cellule B

le ratio Insuline/Glucagon contrdle I'anabolisme et le catabolisme. Néanmoins, depuis
guelgues années la cellule a a été reconnue comme une cellule « helper » de la cellule B. A
la fois par sa faculté a se trans-différencier en cellule B (Ben-Othman et al., 2017) mais
également sa faculté a produire du GLP-1 (Glucagon-Like Peptide 1) qui favorise la sécrétion

d’insuline, la survie et la croissance de la cellule B (Stanojevic and Habener, 2015).
1.2.2) La cellules 8

Les cellules B pancréatiques sécretent de I'insuline, ’lhormone dite hypoglycémiante.
Elle régule la glycémie, c’est-a-dire la quantité de glucose dans le sang en sollicitant la
capture et l'utilisation du glucose par les tissus périphériques tels que le foie, le muscle ou
encore le tissu adipeux. Elle permet ainsi de ramener la glycémie a des valeurs normales ou
« normoglycémie » établies a 1g/L (5,5mM) de glucose chez ’homme. L'insuline, en se fixant
sur son récepteur, déclenche une cascade de signalisation permettant l'arrivée a la
membrane des transporteurs GLUT (dans le tissu adipeux et les muscles) responsables de Ia
captation du glucose, ce qui permet de rétablir la normoglycémie. En outre, I'insuline a ce
jour est 'unique hormone hypoglycémiante connue chez I’homme. Dans le foie et le muscle
I'insuline stimule la glycogenese, c’est-a-dire le stockage du glucose sous forme de
glycogene. L'insuline agit également sur le métabolisme lipidique et protéique des tissus
périphériques. Dans le muscle I'insuline favorise ainsi la synthése protéique et diminue leur
dégradation. Dans le tissu adipeux et le foie, I'insuline favorise la lipogenése (Dimitriadis et

al., 2011).
1.2.3) La cellule 6

Les cellules & sont sécrétrices de somatostatine (SS). Malgré leur faible nombre (5-
10%) au sein de Illot, leur morphologie complexe leur permet d’interagir avec de
nombreuses cellules au sein de I'ilot. De la méme maniere que la cellule B pancréatique, elle
est sensible a la glycémie et présente un mode de sécrétion similaire. La somatostatine peut
agir de maniére autocrine mais également paracrine comme un inhibiteur de la sécrétion
d’insuline, de glucagon ou de SS par l'intermédiaire de récepteurs couplés aux protéines Gi

(Protéines G inhibitrices) (Rorsman and Huising, 2018).
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1.2.4) La cellule PP

Les cellules PP (Polypeptide Pancréatique), ont une structure morphologique diffuse.
C’est la population cellulaire la moins fréquente au sein de I'flot ce qui n’a pas favorisé son
étude, on trouve majoritairement ces cellules dans la téte du pancréas qui concentre 90%
des cellules PP. Le role des cellules PP est trés peu connu a ce jour, néanmoins on sait que le
PP est relargué en période postprandiale et sécrété en réponse a l'arginine. Le glucose quant
a lui n’a aucun effet sur sa sécrétion. Il n’a pas d’action sur la sécrétion d’insuline mais a des
effets inhibiteurs sur le péristaltisme intestinal ainsi que sur la sécrétion de glucagon. Il n’est
pas a exclure que les cellules PP entrent en jeu dans la régulation fonctionnelle de I'llot mais

cette hypothese n’a pas encore été démontrée a ce jour (Brereton et al., 2015).
1.2.5) La cellule €

Les cellules € ou cellules a grhéline ont étés découvertes récemment. Ces cellules
représentent seulement 1% des cellules d’un flot adulte mais sont plus nombreuses lors du
développement fecetal et néonatal. Elles ont étés retrouvées aussi bien chez I'homme que
dans des modeles murins ou chez le poisson. Elles sont exprimées principalement en
périphérie de I'llot. Elles pourraient jouer un réle inhibiteur sur la sécrétion d’insuline, mais
cet effet inhibiteur est encore débattu a ce jour et pourrait s’expliquer par un effet dose-

dépendant de la ghréline (Wierup et al., 2014).
1.3) La sécrétion d’insuline en réponse au glucose et action de I'insuline
1.3.1) Sécrétion d’insuline en réponse au glucose

L’insuline, du latin insula qui signifie ile, est une hormone constituée de 2 chaines
polypeptidiques la chaine A (21 Acides Aminés=AA) et la chaine B (30 AA) reliées par 3 ponts
disulfures (Figure 2A). Le géne INS code pour linsuline, il est situé chez 'homme sur le
chromosome 11. En outre, chez les rongeurs, il existe 2 genes qui codent pour l'insuline,
Ins1 et Ins2. Apres expression de ces genes, la pré-pro-insuline (11,5 kDa) est formée et
adressée au réticulum endoplasmique rugueux ou elle est transformée en pro-insuline (9
kDa), c’est ici qu’elle acquiert sa structure tridimensionnelle par la formation des 3 ponts
disulfures qui la constitue. Elle est ensuite adressée a l'appareil de golgi pour étre

empaquetée dans des granules sécrétoires immatures (@ =0.3 um) et scindée en forme
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mature : Insuline (cristaux au cceur du granule ; 5,8 kDa) + peptide C (espace en périphérie)
(Bendayan, 1993, 1989; Szymanowicz, 2012) (Figure 2B-C). La sécrétion des deux
composants nécessite ensuite un acheminement a la membrane plasmique des granules
avant fusion avec la membrane plasmique et exocytose (Rorsman and Renstrom, 2003). La
pro-insuline constitue 30-50% de la synthéese totale de protéines par la cellule B, ce qui

correspond a environ 334 000 molécules/minute (Schuit et al., 1991).
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Figure 2 : Production et maturation de l'insuline. A, Maturation de l'insuline a partir de la
pré-pro-insuline (Szymanowicz, 2012). B, Schéma représentatif de la maturation de I'insuline
depuis sa production dans le noyau a partir de I'expression des genes codant l'insuline. C,
Images en microscopie électronique (ME) de granules de sécrétion d’insuline dans une
cellule B pancréatique humaine (U1060, CarMeN).
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La sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Figure 3A), principal stimulateur de la
cellule B, est permise grace a la présence a la membrane de la cellule B de transporteurs
GLUT qui font entrer le glucose dans la cellule. Chez ’'homme, les isoformes GLUT1/3 sont
exprimées, chez le rongeur, l'isoforme GLUT2 est préférentiellement exprimée (De Vos et al.,
1995; McCulloch et al., 2011) Linitiation du métabolisme glucidique est due a la glucokinase
(GCK) qui transforme le glucose en glucose 6 phosphate (G6P) et ainsi enclenche la glycolyse
dans le cytoplasme. Elle résulte en la formation du pyruvate utilisé ensuite par le cycle de
I'acide citriqgue dans la mitochondrie pour produire de I’ATP (Adénosine Tri Phosphate), le
substrat énergétique de la cellule. Ainsi en présence de fortes concentrations de glucose, le
rapport ATP/ADP (Adénosine Diphosphate) augmente et inhibe les canaux membranaires
potassiques ATP-dépendants entrainant une diminution de la perméabilité aux ions K+
(Potassium) dans la cellule. Au repos, en absence de glucose, le potentiel de membrane des
cellules B est stable (-60 a -70 mV). L’augmentation du rapport ATP/ADP créée ainsi une
dépolarisation (-30 mV) membranaire qui va a son tour activer les canaux calciques voltage-
dépendants membranaires de type L et induire une entrée massive de calcium dans la
cellule, provoquant dans un premier temps la sécrétion des granules d’insuline
immédiatement relargables proches de la membrane plasmique (5-10% des granules totaux)
c’est la premiére phase de sécrétion d’insuline (Figure 3B). La cellule B entre alors dans une
phase oscillatoire (Phase 2) avec augmentation et diminution du calcium cytosolique, dues
aux oscillations du potentiel de membrane. Il existe 3 types d’oscillations, les oscillations
rapides (1-3 sec), lentes (4-5 min) et mixtes (superposition d’oscillations lentes et rapides).
L’activation des canaux K' calcium-dépendants consécutive & laugmentation des
concentrations de calcium cytosolique et I'ouverture des canaux K+ voltage-dépendant
(Kv2.1) permettent une repolarisation membranaire au cours des oscillations rapides. Pour
les oscillations lentes, il n’est pas a exclure une contribution du métabolisme (diminution des
concentrations d’ATP car la quantité d’ATP consommeée pour I'exocytose des granules est
plus grande que celle produite par la cellule) (MacDonald et al., 2005). De plus ces
oscillations sont synchronisées au sein d’'un méme flot (Voir partie 2). La phase 2 a pour
conséquence la désorganisation du cytosquelette d’actine permettant de réduire le maillage
dans lequel sont pris les granules d’insuline dits de réserve. La phosphorylation de la
tubuline, qui forme comme des « rails » dans la cellule, va permettre le déplacement des

granules vers la membrane plasmique (Henquin, 2009; Rorsman and Braun, 2013). Cette
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seconde phase (Figure 3B) maintient une sécrétion continue mais a moindre quantité que la

premiere phase.

A A Gl
GLUT
Cellule B
Pool de réserve
A Gle
Réticulum Phase 2:
Endoplasmique MobilisatIodesrésewes
(5 000-10 granules)
Mitochondrie I
Glycolyse
Pyruvate .
CiCR: . o8 ®
(] . @
TP Calcium '.'.' * .
L R
7apr s 20 e nsul
A[Ca2+] — XL .°; 0 s nsuline
il L
°s o :
® [ ] e
° Dépolarisation =2 Phase 1:
Jr Pool directement sécrétable
2 (100 granules)
%
Canaux K+ ATPdep ®

Canaux Ca2+
o0 Voltage dep type L

we]

glucose (10 mmol)

-
(43}

sy
=

2" phase

rate of 8 cell secretion
(granules/min)
3]

o

1 L I

0 5 10 15 20
t (min)

Figure 3 : La sécrétion d’insuline en réponse au glucose dans la cellule B. A, Représentations
des événements impliqués dans la sécrétion d’insuline en réponse au glucose. Glc: Glucose,
Adénosine triphosphate, ADP: Adenosine
Diphosphate, K*: Potassium, Ca** : Calcium. B, Représentation graphique des 2 phases de

GLUT: transporteurs de glucose, ATP

sécrétion d’insuline montrant la premiére phase via I'utilisation du pool de sécrétion
directement relargable (Rorsman and Renstréom, 2003).

Pour apporter quelques chiffres, la sécrétion basale d’insuline correspond a environ 1
granule d’insuline/min soit <0.01% du contenu d’insuline/min. En phase 1, la production

passe a 15 granules/min puis a 5 granules/min pour la phase 2. On estime la présence de
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5000 a 10000 granules sécrétoires/cellule B chez 'homme (Rosengren et al., 2012).
Récemment un nouveau type de pool de granules sécrétoires a été découvert en addition du
pool de réserve et du pool directement relargable, le pool HCSP (Highly Calcium Sensitive
Pool). Ce pool colocalise avec des canaux calciques et leur nombre de granules serait sous la

dépendance des protéines kinases A (PKA) et C (PKC).
1.3.2) Action de I'insuline

Le récepteur a linsuline est un récepteur transmembranaire qui appartient a la
famille des tyrosines kinases ; Il peut étre activé soit par I'insuline, soit par I'lGF1/2 (Insulin
Growth Factor 1/2). La fixation de I'insuline sur son récepteur provoque son changement de
conformation et induit sa phosphorylation sur résidu tyrosine par autophosphorylation, ce
qui permet le recrutement de protéines adaptatrices comme celles de la famille des IRSs
(Insulin Receptor Substrates), ainsi que de nombreuses autres protéines adaptatrices (Figure
4). Ce recrutement permet ensuite d’activer a terme la PI3K (Phosphoinositide 3 Kinase) qui
successivement va activer Akt appelé aussi PKB (Protein Kinase B) mais également la PKCA/e
(Protein Kinase C A/e), impliquées dans la translocation a la membrane des vésicules riches
en transporteurs GLUT (dans le muscle et le tissu adipeux). Le recrutement d’IRS permet
aussi l'activation des voies ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) ce qui favorise la
croissance, la différenciation cellulaire et la synthese protéique. L'expression du récepteur a
I'insuline est ubiquitaire. Les tissus périphériques sont particulierement des tissus
insulinodépendants, I'insuline permet ainsi d’activer leur métabolisme oxydatif (favorise la
glycolyse et le cycle de Krebs) mais aussi de favoriser le stockage du glucose sous forme de
glycogéne (Cheng et al.,, 2010; Siddle, 2011). Plus précisément, dans le tissu adipeux,
I'insuline permet aussi I'inhibition de la lipolyse et dans le foie I'inhibition de la production

hépatique de glucose.
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Figure 4 : Voie de signalisation de linsuline dans les tissus périphériques. Schéma de
I'action de l'insuline sur les tissus périphériques, tels que le foie, le muscle ou le tissu
adipeux (TA). Linsuline agit sur son récepteur et induit la phosphorylation d’IRS1 qui va
activer la PI3K, qui a son tour va activer la PKB et la PKA/e provoquant la translocation des
vésicules contenant les transporteurs GLUT a la membrane (pour la PKB via I’activation
d’AS160) et faciliter ainsi la capture du glucose (Glc).

Il est intéressant de noter que la cellule B est aussi sensible a I'insuline. Ce concept de
régulation autocrine de la cellule B par l'insuline est néanmoins encore controversé. La
cellule B exprime les différents composants de la voie de la signalisation de I'insuline,
comme le récepteur a l'insuline, IRS 1 a 4, PI3K, Akt ou encore AS160 (Akt substrate 160)
(Bouzakri et al., 2009; Kulkarni et al., 1999b). Historiquement I'insuline a été décrite comme
un régulateur négatif de la fonction de la cellule B. Mais des données récentes suggéerent
qgue l'insuline pourrait jouer un réle positif dans la sécrétion d’insuline, la transcription de
génes, la traduction et les flux calciques (Leibiger et al., 2002). En effet, dans les modéles KO

(Knock Out) du récepteur a l'insuline, spécifiques a la cellule B, on observe une diminution

du contenu en insuline et une altération de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose, qui
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pourrait probablement étre lié a une diminution de la masse B (Kulkarni et al., 1999a). Ces
mécanismes d’autorégulation pourraient entrer en jeu dans la sécrétion d’insuline, via une
augmentation des concentrations calciques cytosoliques directement par une stimulation du
relargage des stocks calciques réticulaires (Aspinwall et al., 2000). L'origine exacte de cette
augmentation reste discutée, elle pourrait étre dépendante de la production d’IP3 (Inositol
triphosphate) ou du blocage des pompes de recapture du calcium (Aspinwall et al., 2000; Xu
et al., 2000). Il n’est pas non plus a exclure que cette régulation soit différente selon le
temps d’exposition a I'insuline. Des études contradictoires montrent cependant la régulation
négative de la cellule B par I'insuline, qui serait capable d’ouvrir les canaux potassiques ATP-

dépendants par I'intermédiaire de la PI3K (Khan et al., 2001; Spanswick et al., 2000).

1.4) Les voies de potentialisation de la sécrétion d’insuline

L'augmentation du calcium cytosolique nécessaire a la sécrétion d’insuline peut se
faire aussi en sollicitant les stocks calciques réticulaires. Cette voie est appelée la voie
d’amplification ou de potentialisation de la sécrétion d’insuline, elle fait majoritairement
appel a des GPCRs (G Protein Coupled Receptors). Ces récepteurs, lorsqu’ils sont couplés a
des protéines G activatrices (comme Gq), vont par l'intermédiaire de I'activation de la
phospholipase C (PLC) dégrader le PIP2 (Phosphatidyl Inositol DiPhosphate) et induire la
formation de Diacylglycérol (DAG) et d’IP3 (Inositol triphosphate). L'IP3, en se fixant sur son
récepteur au réticulum endoplasmique, va provoquer la libération des stocks calciques
cytosoliques et ainsi provoquer la sécrétion d’insuline (Magnan and Ktorza, 2005). D’autre
part, le DAG formé active la protéine kinase C (PKC), impliquée aussi dans la potentialisation
de la sécrétion d’insuline (Aizawa et al., 1998). Il existe aussi d’autres GPCRs qui sont couplés
cette fois a la protéine activatrice Gs; lors de leurs activations I'adénylate cyclase (AC)
convertit ’ATP en AMPc (Adénosine MonoPhosphate cyclique), un activateur de la Protéine
Kinase A (PKA). LAMPc et la PKA sont des régulateurs importants de I'exocytose des

granules d’insuline (Kalwat and Cobb, 2017; Malaisse et al., 1967) (Figure 5).

Les principaux acteurs qui interviennent dans |'activation de cette voie sont ceux du
systeme parasympathique (issu du nerf vague) comme I’Ach (Acétylcholine), le VIP
(Vasoactive intestinal peptide), le GRP (Gastrin releasing peptide) ou PACAP (Pituitary

adenylate cyclase activating polypeptide). Ces voies de sécrétion d’insuline sont activées par
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le systeme nerveux et constitue la phase pré-absorptive, c’est a dire celle qui précede la
prise alimentaire pour permettre au corps d’anticiper I'augmentation de la glycémie (Ahrén,

2000; Pénicaud, 2017)
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Figure 5: Voies de potentialisation ou d’inhibition de la sécrétion d’insuline. Schéma
représentant les différentes voies de potentialisation ou d’inhibition de la sécrétion d’insuline
dépendantes des GPCRs (G Protein Coupled Receptor), mettant en avant les 2 principales voies de
signalisation activées, la voie IP3/PKC et la voie AMPc/PKA. IP3: Inositol Triphosphate, PKC : Protéine
Kinase C, AMPc: Adénosine Monophosphate cyclique, PKA : Protéine Kinase A (Magnan and Ktorza,
2005).

De la méme maniére que le systéme sympathique, il existe un axe entéro-insulaire
qui régule la sécrétion d’insuline. Cet axe fait intervenir les signaux hormonaux sécrétés en
réponse a une prise alimentaire par les cellules entéro-endocrines intestinales pour stimuler
la sécrétion d’insuline avant I'absorption compléte du bol alimentaire. L’'ensemble de ces
signaux hormonaux sont rassemblés sous le terme d’ «incrétines». Les principales
incrétines sont le GLP1 (Glucagon like peptide 1), GIP (Glucose-dependent Insulinotropic

Polypeptide). Le GIP est sécrété par les cellules K de la partie proximale de I'intestin, alors
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gue le GLP1 lui est sécrété par la partie distale (cellules L du jéjunum et de l'iléon). Leur
sécrétion est activée par le glucose majoritairement mais aussi par les acides gras (AG) ou les

AA (Kalwat and Cobb, 2017).

Le glucagon est une hormone insulaire produite par les cellules a pancréatiques, qui
peut agir sur la cellule B par voie paracrine ou endocrine. Malgré ses effets opposés a
I'insuline sur la glycémie, le glucagon stimule la sécrétion d’insuline, par lI'intermédiaire de

GPCRs (Ahrén, 2015; Song et al., 2017).

A ce jour, de nombreux modulateurs positifs de la sécrétion d’insuline existent tels
que les hormones thyroidiennes ou certains AA (Chen et al., 2018). Les mécanismes sous-

jacents a leurs effets restent cependant a étre élucidés.
1.5) Les voies d’inhibition de la sécrétion d’insuline

Les voies d’inhibition de la sécrétion d’insuline sont elles aussi initiées principalement
par des GPCRs, couplés cette fois a des protéines Gi (inhibitrices). Leur activation inhibe
I'activité de I'AC et donc la génération d’AMPc, d’autre part ils provoquent une
hyperpolarisation membranaire bloquant le couplage glucose/sécrétion d’insuline (Kalwat

and Cobb, 2017).

Le systeme sympathique est un des acteurs majeurs des voies inhibitrices. Les acteurs
majeurs impliqués sont la noradrénaline, le neuropeptide Y, la galanine, la CGRP (Calcitonin
Gene-Related Peptide) et la Somatostatine. La somatostatine est a la fois produite par les
cellules D insulaires mais aussi en tant que neurotransmetteur par le systéme nerveux

sympathique) (Ahrén, 2000) (Figure 5)

De nombreuses hormones sont également associées a l'inhibition de la sécrétion
d’insuline, incluant le cortisol, la progestérone, les cestrogénes ou encore les catécholamines

ou I'lAPP (Islets Amyloid Polypeptide).... (Magnan and Ktorza, 2005)
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2) Role clé de 2 organites dans la fonction B, le réticulum endoplasmique et la

mitochondrie

2.1) Réticulum Endoplasmique (RE)

2.1.1) Structure

Toutes les cellules Eucaryotes possedent un réticulum endoplasmique (RE). Le RE
constitue pres de 50% de la membrane totale composant une cellule animale, néanmoins ce
pourcentage peut varier en fonction du type cellulaire. Le RE forme un réseau de saccules
aplatis et de tubules interconnectés étendus dans I'intégralité du cytosol depuis I'enveloppe
nucléaire jusqu’au cortex cellulaire, occupant 9% du volume total de la cellule (Alberts, 2000;
Chen et al., 2013) (Figure 6). Cette masse est constituée d’un empilement de saccules
formant des couches de feuillets articulés autour d’un espace interne appelé lumiere du RE.
Le RE subit également des réarrangements dynamiques, tel que I'extension de tubules et
leur mouvement. De ce fait, le réticulum n’est pas isolé dans la cellule, il est connecté a
d’autres organites tels que la mitochondrie, mais il forme également des contacts étroits
avec la membrane plasmique, les endosomes, les lysosomes, les peroxisomes et I'appareil de
golgi. Il dirige ainsi la fonctionnalité et le destin cellulaire par des échanges lipidiques et
calciques, ces zones de contacts étant appelées MCS (Membrane Contact Site) (Wang and
Dehesh, 2018). Ainsi le RE permet d’assurer différentes fonctions, selon la zone ou il se
retrouve. Néanmoins I'étude morphologique précise du RE reste difficile actuellement de par

la complexité que forme ce réseau dans la cellule.

Bien que le réticulum soit continu en condition physiologique, une étude de 1997 a
décrit de maniere élégante que I'élévation des concentrations de calcium cytosolique
pouvait étre a I'origine d’une fragmentation du réseau réticulaire (Subramanian and Meyer,
1997). Les propriétés dynamiques du RE encore tres peu étudiées a ce jour susciteront je
pense a l'avenir autant d’engouement que celui actuellement dévoué a la fragmentation
mitochondriale... Néanmoins, |'altération structurelle de la morphologie du RE a déja été
associée a diverses pathologies telles que le diabete de type 2, de par |'observation par
exemple dans des cellules B pancréatiques de diabétiques d’une dilatation du RE (Masini et

al., 2017), mais également des maladies neuro-dégénératives comme la maladie
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d’Alzheimer (Katayama et al., 2004), classée dans la catégorie des maladies appelées

« Maladies des organites ».
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D

Figure 6 : Structure du RE. A, Représentation du réticulum endoplasmique rugueux (RER)
présentant des ribosomes a sa surface et du réticulum endoplasmique lisse a forme
tubulaire (ou Smooth, SER). B, Image de microscopie électronique du RER. C, Image en
tomographie du SER (Shibata et al., 2006). D, Image en microscopie confocale apres
marquage du RE par une sonde fluorescente, représentant le réseau du réticulum
endoplasmique dans une lignée de cellules B pancréatiques de rat (INS1-E) (U1060,
CarMeN). E, Image en microscopie électronique du RER dans une cellule B pancréatique
humaine (U1060, CarMeN).

On peut distinguer 3 types de réticulum, celui constituant I'enveloppe nucléaire, le
réticulum rugueux et le réticulum dit lisse. Le RE rugueux (RER, Rough Endoplasmic
Reticulum) porte des ribosomes a sa surface et s’organise en feuillets (Figure 6C), le RE lisse
(SER, Smooth Endoplasmic Reticulum) lui ne porte pas de ribosome a sa surface et il est

plutot de forme tubulaire (Figure 6C). De maniére intéressante le RE lisse est plus abondant

dans les cellules dont la fonction métabolique est importante telles que les hépatocytes
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(Alberts, 2000). La structure méme du RER peut varier en fonction du type cellulaire ou de
I’état physiologique ; dans les cellules a forte capacité sécrétoire celui-ci est tres dense
organisé en fine couche de citernes. Dans la cellule B, le RE forme un réseau étendu tout le
long de la cellule, constitué majoritairement de RER (Figure 6 D-E). D’autre part, I'étude des
échanges bidirectionnels entre le RE et I'appareil de golgi ont fait émerger I'existence d’un
RE sans ribosome dit « de transition » ou ERES (ER Exite Sites) assurant la navette entre les 2

organites (Langhans et al., 2012).

2.1.2) Fonctions

-La maturation des protéines

Le réticulum endoplasmique a un rdle clé dans la biosynthése des protéines qu’elles
soient transmembranaires ou hydrosolubles. Les ribosomes assurent la traduction des
protéines, c’est a dire la synthése des protéines a partir des ARNm (Acide Ribo-Nucléique
messager). Le passage des polypeptides formés par les ribosomes dans le RE est dépendant
de la présence d’un signal d’adressage au RE. La translocation des polypeptides dans le RE se
fait ensuite par I'intermédiaire du translocon, un canal présent a la membrane du RE (Figure
7). Le translocon est un complexe multiprotéique. L’hétérotrimere Sec61 forme un canal
conducteur, qui permet le passage des polypeptides nouvellement synthétisés dans le RE,
c’est I’élément central constituant le translocon. Le translocon est formé également de
nombreuses protéines et complexes qui s’associent de maniére transitoire ou permanente
au complexe Sec61 (Lang et al., 2017). Approximativement 1/3 des protéines se déplacent a
travers la membrane du RE au cours de leur traduction. Le RE permet de mettre en place la
structure tridimensionnelle des protéines de par la formation de ponts disulfures,
nécessaires notamment a la mise en conformation de I'insuline (3 ponts disulfures) dans la
cellule B. Mais également le RE assure la glycosylation, I’"hydroxylation et la lipidation des
protéines. Ce processus nécessite la présence de protéines chaperonnes intra-réticulaires
comme Grp78 ou Grp94 (Glucose related protein 78/94) assurant un contrble qualité
séquestrant ainsi les protéines mal conformées ou conformées de maniére incomplete,
empéchant ainsi leur transport vers I'appareil de golgi. Les chaperonnes du RE jouent le réle
de catalyseurs de la mise en conformation des protéines. Le RE est également le siege de

machineries enzymatiques complexes régulant les modifications post-traductionnelles. Le RE
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peut également jouer un réle dans la biosynthése des lipides et leur adressage, dans des
réactions de détoxification, la dégradation du glycogéne ou encore la régulation du calcium
intracellulaire (Baumann and Walz, 2001). Seules les protéines dont la conformation est
correcte peuvent sortir du RE. Le RE est hautement régulé par un systéeme de controle
qualité. Les protéines mal conformées sont ainsi éliminées par le complexe ERAD (ER-
associated protein Degradation), qui permet d’extraire les protéines du RE pour les guider

vers le protéasome ou elles seront dégradées (Tsai et al., 2002).
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Figure 7 : Role du RE dans la maturation des protéines et la prise en charge des protéines

mal conformées

-Le RE, stock calcigue de la cellule

Le réticulum endoplasmique sert aussi de réserve calcique a la cellule, la
concentration du calcium au sein de la lumiere du RE est de I'ordre de 1-2 mM, soit 10 000
fois plus élevée que la concentration cytosolique de I'ordre de 0.1 uM ; malgré une telle
guantité de calcium, des diminutions fines de calcium au sein du RE peuvent entrainer des
dysfonctions cellulaires (Wiel et al., 2014). D’autre part, la majorité du calcium est liée a des
« Ca**-Binding Protein » dans la lumiére du RE. Les flux calciques RE-cytoplasme sont régulés

par l'intermédiaire de canaux calciques présents dans la membrane du RE tels que le
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récepteur STIM (Stromal Interaction Molecule), Ryanodine Receptor (RyR) et I'IP3R (Inositol
Tri-phosphate Receptor) capables d’exporter le calcium dans le cytosol mais aussi de
transférer le calcium du réticulum a la mitochondrie. La pompe SERCA (Sarco/Endoplasmic
Reticulum Ca®" ATPase) permet la recapture du calcium depuis le cytosol jusque dans la
lumiére du RE et ainsi de restaurer I’homéostasie calcique du réticulum endoplasmique.
Dans la cellule B, il existe 2 isoformes SERCA2b (Ubiquitaire) et SERCA3 (spécifique a la
cellule B) (Ravier et al., 2011). Le rble des RyR dans la cellule B est actuellement débattu de
par leurs trés faible expression dans les cellules primaires (Rorsman and Ashcroft, 2018). Le
translocon a aussi récemment été incriminé par notre équipe comme jouant également le
role de canal de fuite calcique en condition de surexposition aux acides gras dans la cellule B

pancréatique (Cassel et al., 2016).

De par son controle de I’'homéostasie calcique et de la mise en conformation de
I'insuline, le réticulum endoplasmique joue un réle particulierement important pour la
sécrétion d’insuline en réponse au glucose dans la cellule B pancréatique, le rendant tres
sensible aux surcharges énergétiques comme celles induites par une exposition prolongée

au glucose ou aux lipides (Plus de détails partie 2).
2.2) Mitochondrie
2.2.1) Structure

Il existe 2 types cellulaires sur Terre, les Procaryotes et les Eucaryotes. Depuis
guelques années déja, la provenance de la mitochondrie dans la cellule a laissé plus d’une
guestion en suspens. Plusieurs théories ont établi I'origine de la mitochondrie comme une
possible endosymbiose entre le précurseur de la cellule Eucaryote et I'ancétre des a-
protéobactéries (Archibald, 2015). Bien que I'origine de la mitochondrie souléve encore des
guestions, sa structure et ses fonctions au sein des cellules Eucaryotes sont a ce jour trés

bien décrites.

La mitochondrie se caractérise par une forme cylindrique rigide, proche de I'aspect
des bactéries. Elles ont un diametre compris entre 0,4 a 1 um, mais subissent constamment
des remodelages tels que la fusion entre plusieurs mitochondries ou a l'inverse la fission

donnant a celles-ci un aspect ponctiforme ; elles forment ainsi un réseau qui réagit au statut
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nutritionnel (Picard and Turnbull, 2013). Elles ont également la faculté de se déplacer dans la
cellule le long de microtubules pour répondre aux demandes énergétiques des
compartiments subcellulaires. La mitochondrie est constituée d’'une double membrane, la
membrane interne (IMM, Inner Mitochondrial Membrane) formant des crétes entourant la
matrice mitochondriale, la membrane externe (OMM, Outer Mitochondrial Membrane)
délimitant les contours de la mitochondrie et en contact avec le cytosol, 'OMM est aussi en
contact avec I'espace intermembranaire situé entre 'OMM et I'IMM (De Pinto et al., 2010;

Ghadially, 1975) (Figure 8A-C)

Matrice

L Membrane interne

Espace intermembranaire

Membrane externe

Figure 8: Structure de la mitochondrie. A, Schéma de la structure de la mitochondrie,
constituée d’un espace intermembranaire entouré d’une membrane externe et d’une
membrane interne. Au centre on retrouve la matrice mitochondriale. B, Image de
microscopie électronique de 2 mitochondries cernées par le RE dans une cellule B
pancréatiques humaines. C, Image représentant le réseau mitochondrial dans une lignée de
cellules B pancréatiques de rat (INS1-E) en microscopie confocale aprés marquage des
mitochondries par une sonde fluorescente (U1060, CarMeN).

Les membranes externes et internes ont une perméabilité et une composition
différentes. Ainsi I'lMM est imperméable aux ions et comprend les différents complexes de
la chaine respiratoire (Complexe | a IV) ainsi que I'ATP synthase (Complexe V) et permet

d’assurer la respiration mitochondriale (Nouette-Gaulain et al., 2016).

La matrice est le siege de la B-oxydation des acides gras et du pyruvate, mais
également le point initiateur du cycle de I'acide citrique, cet espace riche en enzymes est

également le point de départ de la respiration cellulaire.
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L'OMM, a limage d'un tamis laisse passer toutes les molécules d’un poids
moléculaire inférieur a 5000 daltons. Elle est parcourue par des porines telles que VDAC
(Voltage Dependant Activated Channel) important pour les échanges calciques entre la
mitochondrie et le réticulum endoplasmique (voir partie 3). Elle est aussi le lieu d’échanges
lipidiques et le siege de nombreuses protéines permettant la stabilisation des contacts entre

la mitochondrie et d’autres organites (Tagaya, 2017).

2.2.2) Fonctions

-Le cycle de Krebs

La glycolyse résultant de I'entrée de glucose dans la cellule assure la production de
pyruvate qui, par l'intermédiaire de la pyruvate déshydrogénase, génere de ['acétyl
Coenzyme A (Acétyl-CoA). La B-oxydation des acides gras peut aussi jouer ce réle grace a
I’acyl-CoA synthétase présente dans 'OMM. L'acétyl-CoA est le point d’initiation du cycle de
I'acide citrique (ou cycle de Krebs). Le cycle de Krebs a lieu au sein de la matrice
mitochondriale et il permet la production de NADH (Hydrure de Nicotinamide Adénine
Dinucléotide) et de FADH, (Dihydrure de Flavine Adénine Dinucléotide), a partir du NAD
(Nicotinamide Adénine Dinucléotide) et du FAD (Flavine Adénine Dinucléotide)
respectivement. Ces deux coenzymes NADH et FADH, sont essentielles a la phosphorylation
oxydative mitochondriale (Biamonti et al., 2018). Le cycle de Krebs est ainsi constitué par dix

réactions catalysées par huit enzymes clés.

-La phosphorylation oxydative

La phosphorylation oxydative permet la phosphorylation de ’ADP en ATP sous la
dépendance de la chaine respiratoire mitochondriale. Celle-ci est constituée de plusieurs
complexes. Le complexe | de la NADH déshydrogénase accepte et transmet les électrons du
NADH a l'ubiquinone qui la transmet a son tour au complexe lll, alors que le complexe Il de
la succinate déshydrogénase transmet les électrons du FADH,. L'ubiquinone via la
cytochrome C oxidoréductase (Complexe Ill) transfert les électrons au complexe IV de la
cytochrome oxydase. Celle-ci catalyse la réduction de 'O, (Oxygene) en 2H,0. Ces différents
complexes créent un gradient électrochimique de protons (accumulation d’ions H* dans

I’espace intermembranaire) de par I'énergie libérée par le passage des électrons. Cette force
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protonique permet a I’ATP synthase de convertir 'ADP (Adénosine Di-Phosphate) en ATP
(Adénosine Tri-Phosphate) (Figure 9) augmentant donc le rapport ATP/ADP essentiel a divers
processus cellulaires (Nouette-Gaulain et al., 2016), tels que la sécrétion d’insuline dans la
cellule B pancréatique. Cette réaction peut étre perturbée par des fuites de protons (H"),
définies comme le découplage de la chaine respiratoire et implique I'expression de protéines
au sein de la membrane interne de la famille des UCP (UnCoupled Protein) (Echtay et al.,
2018). Le role précis des UCPs dans le découplage de la chaine respiratoire reste néanmoins

encore débattu a ce jour.

Complexe | Comphese i Comploxe Il Complaxe IV Complexe V
NADH Succlnate Ublquinel eytochrame Cytochrome C ATP synthase
debydragenase dedhydrogenase C ouydoreductaze onydase
47 Sous-unitds 4 Sous-unités 11 Sous-unités 173 Sous-uitds 17 Seus-unitts
T ADMmILFA0 ADNR 0 ADNmE 4 ADNN 1ADNMEA0ADNA 3 ADNmI/10 ADNA 2 ADHmMIL15 ADNN

Figure 9 : Schéma représentant les différents complexes | a V de la chaine respiratoire
mitochondriale. (Nouette-Gaulain et al., 2016).

-Calcium mitochondrial

Le calcium cytosolique et le calcium réticulaire sont restés pendant longtemps sur le
devant de la scene comme les acteurs majeurs de la signalisation calcique, laissant de coté la
mitochondrie ; cependant |'apparition de nouvelles sondes spécifiques du calcium
mitochondrial (comme le 4mtD3CPV) (Palmer et al., 2006) a remis en avant I'importance du
calcium dans la fonction mitochondriale et a plus large échelle dans la fonction cellulaire. Les
concentrations de calcium dans la mitochondrie sont de I'ordre de 100 nM soit 10 000 fois

moins que dans le RE, cependant les modifications fines de ces concentrations jouent un réle
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primordial dans la fonction et la dysfonction mitochondriale. Il est maintenant accepté que
le role de la mitochondrie est central dans le métabolisme cellulaire de par sa régulation des
signaux calciques cytosoliques, de la phosphorylation oxydative, de la mort cellulaire et des

mécanismes sécrétoires (Mammucari et al., 2018; Takeuchi et al., 2015).

Différents canaux calciques et transporteurs entrent en jeu dans la régulation du
calcium mitochondrial, situés soit sur 'OMM soit sur I'lMM. La mitochondrie est capable de
répondre rapidement a une augmentation de calcium cytosolique, elle a un role de tampon
qui participe a la régulation de I’'homéostasie calcique. Il est en effet facile pour le calcium de
passer 'OMM de par la présence de porine mitochondriale VDAC ; néanmoins le passage du
calcium au sein de la matrice est plus difficile de par I'imperméabilité de I'lMM et n’est

permis que par quelques protéines clées.

VDAC existe sous 3 isoformes, VDAC1, VDAC2, VDAC3, mais les isoformes 2 et 3 ont
suscité a ce jour peu d’intérét et leur fonction cellulaire est encore mal comprise, d’autant
plus que VDAC1 est I'isoforme la plus exprimée (10 fois plus que I'isoforme 2 et 100 fois plus
qgue la 3 dans les cellules Hela) (De Pinto et al., 2010). Toutefois, il n’est pas a exclure qu’il
existe une expression différentielle de ces différentes isoformes entre les tissus. VDAC1, en
plus d’étre un transporteur du calcium, permet aussi I'entrée de métabolites dans la
mitochondrie tels que le pyruvate, I'ATP et le NADH (Gincel et al., 2000; Rostovtseva and
Colombini, 1997; Shoshan-Barmatz et al., 2017). La sous-expression de VDAC1 a pu mettre
en évidence son réle dans la production d’ATP, mais également dans I'apoptose (Abu-Hamad
et al., 2006; Tajeddine et al., 2008). D’autre part, VDAC1 interagit avec différentes protéines
telles que I'hexokinase (Neumann et al., 2010), des protéines de la famille Bcl-2 (B cell
protein 2) (Arbel and Shoshan-Barmatz, 2010) ou encore des protéines du cytosquelette
(Carré et al., 2002). Une somme considérable d’avancées aussi bien structurelles que
fonctionnelles ont été faites sur VDAC1 ces dernieres années la plagant comme un acteur

central dans le métabolisme énergétique et dans le controle de I'apoptose.

Depuis 2011 seulement, un nouvel acteur du contréle du calcium mitochondrial est
apparu, le MCU (Mitochondrial Calcium Uniporter) (De Stefani et al., 2011). Le MCU est
localisé dans I'IMM et permet de contrOler I'entrée du calcium au sein de la matrice

mitochondriale. Son expression est ubiquitaire, cependant il est plus exprimé dans certains
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tissus tels que le muscle, la thyroide ou les poumons (De Stefani et al., 2016). Le MCU est
composé de différentes sous-unités auxiliaires telles que MCUb, MICU1/2 (Mitochondrial
Calcium Uptake 1/2), EMRE (Essential MCU Regulator) (Figure 10). Ces différentes sous-
unités forment un complexe d’environ 480 kDa (Baughman et al., 2011). MICU1/2 régulent
I'activité du MCU de par leurs capacités a fixer le calcium, MICU2 comme inhibiteur et
MICU1 tant6t activateur ou inhibiteur selon les concentrations de calcium cytosolique
(Logan et al.,, 2014). Le modeéle d’invalidation du MCU (MCU KO) a révélé de maniere
surprenante des souris viables sans signe de mort cellulaire (Murphy et al., 2014), soulevant
la présence d’un systéme compensatoire. Les regards se tournent actuellement sur un
potentiel transporteur de calcium, Letml (Leucin-Zipper EF Hand Containing
Transmembrane protein 1), dont I'implication reste controversé (Austin et al., 2017). La
sous-expression de MCU ou de ses partenaires est également a I'origine d’une altération de
la sécrétion d’insuline, soulevant le réle important du contréle du calcium mitochondrial

dans la fonctionnalité de la cellule B pancréatique (Mammucari et al., 2018; Wiederkehr et

al., 2011).
Low [Ca™] High [Ca™]
IMS :
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Figure 10 : Image représentant le complexe MCU (Mitochondrial Calcium Uniporter). Le
complexe MCU est constitué du MCU, MICU1/2 (Mitochondrial Calcium Uptake 1/2), EMRE
(Essential MCU Regulator) et MCUb (Mitochondrial Calcium Uniporter b). A faible
concentration de calcium dans I'espace intermembranaire, le canal reste fermé. Alors qu’en
présence de fortes quantités de calcium, le canal s’ouvre (Mammucari et al., 2016).
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Il existe également 2 voies majeures de sortie du calcium de la matrice assurées par
les échangeurs Na'/Ca”*/Li Exchangers (NCLX) et H"/Ca®* Exchangers (HCX). Ils sont activés
pour éviter un effet délétére de I'accumulation du calcium dans la mitochondrie (Palty et al.,
2010). Nita et ses collaborateurs ont pu démontrer la contribution de NCLX dans la fonction
B pancréatique. La sous-expression de NCLX par siRNA (Small interfering Ribo Nucleic Acid)
entraine une accumulation du calcium dans la mitochondrie mais un reflux lent, faisant
apparaitre un délai dans la sécrétion d’insuline en réponse au glucose, démontrant le role

critique de la régulation calcique mitochondriale dans la fonction .

Les conséquences de I'accumulation de calcium dans la mitochondrie ont été décrites
pour la premiére fois en 1961 (Deluca and Engstrom, 1961) reliant le calcium mitochondrial a
la production d’ATP. Depuis, plusieurs études se sont intéressées au role du calcium dans la
fonctionnalité mitochondriale avec un intérét croissant ces dernieres années di au
développement de sondes permettant le suivi indirect ou direct des concentrations de
calcium mitochondrial. L'augmentation du calcium dans la mitochondrie active plusieurs
déshydrogénases du cycle de Krebs dans la matrice telles que I'oxoglutarate
déshydrogénase, la pyruvate déshydrogénase et I'isocitrate déshydrogénase. Cette
activation entraine une augmentation du ratio NADH/NAD et ainsi favorise la production
d’ATP par phosphorylation oxydative (Satrustegui et al., 2007) (Figure 11). Rutter et ses
collaborateurs ont aussi démontré I'importance de I'augmentation du calcium mitochondrial
dans la synthése d’ATP au sein de la cellule B, celle-ci étant dépendante de I'activité du MCU
(Mitochondrial Ca®* Uniporter) permettant le passage du calcium au niveau de la matrice
mitochondriale (Rutter et al., 2006). L'importance de I'accumulation du calcium dans la
mitochondrie dans la fonctionnalité de la cellule B a été démontrée de maniere élégante par
I"utilisation de la protéine S100G qui tamponne le calcium de la matrice mitochondriale et
réduit la production d’ATP et par conséquent la production d’insuline (Wiederkehr et al.,
2011), résultats retrouvés par d’autres par la suite (Alam et al.,, 2012; Quan et al., 2015;

Tarasov et al., 2013).
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Figure 11 : Régulation des fonctions mitochondriales par le calcium. «Le calcium
mitochondrial active différentes déshydrogénases du cycle de Krebs (ou TCA) présentes dans
la matrice, comme la PDH (Pyruvate Déshydrogénase), I'oxoglutarate déshydrogénase
(ODGH) et l'isocitrate déshydrogénase (ICDH). Ces processus favorisent la production d’ATP
par le cycle TCA (Tricarboxylic Acid) mais une trop forte accumulation de calcium dans la
mitochondrie va aussi entrainer I'ouverture du PTP (Permeability Transition Pore), le
relargage du cytochrome C et mener a I'apoptose. La production de ROS (Reactive Oxygen
Species) est également favorisée par I'augmentation du calcium mitochondrial, possiblement
via la production de NADH ». ETC: Electron Transport Chain (Mammucari et al., 2018;
Takeuchi et al., 2015).

Les points d’entrée du calcium dans la mitochondrie peuvent étre multiples. Les
contacts étroits entre le réticulum endoplasmique (stock calcique de la cellule) et la
mitochondrie favorisent les échanges calciques de par la création de microdomaines

(Csordas et al., 2006).
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L'augmentation des concentrations de calcium dans la mitochondrie peuvent aussi
étre a l'origine d’effets déléteres, comme la production d’espéces réactives a |'oxygéne
(ROS, Reactive Oxygen Species) (Satrustegui et al., 2007). Une induction prolongée de
I'accumulation de calcium dans la mitochondrie peut entrainer l'ouverture du PTP
(Permability Transition Pore). Son ouverture provoque une dépolarisation de I'IMM
entrainant un découplage de la chaine respiratoire, mais aussi la sortie du cytochrome C (Cyt
C) a l'origine d’une induction d’apoptose (Figure 11) (Bernardi et al., 2006). De la méme
maniére, l'augmentation de I'expression de VDAC1 induit une oligomérisation entre
plusieurs VDAC1 provoquant le relargage du Cyt C et par conséquence |'apoptose de la
cellule (Zalk et al., 2005). De maniere intéressante, la cyclophiline D (CypD) localisée dans la
matrice mitochondriale semble jouer un rdle sur I'ouverture du PTP, son ablation (KO CypD)
double le seuil de calcium requis a I'ouverture de celui-ci ; d’autre part la surexpression de

CypD désensibilise la cellule a I'apoptose (Basso et al., 2005).

-ADN mitochondrial (ADNmt)

Au cours de I'évolution, la taille du chromosome mitochondrial n’a cessé de
diminuer. Néanmoins, la mitochondrie a gardé des caractéristiques de ses ancétres telles
gue la double membrane et la production d’ATP. De par sa symbiose avec son hote, la
mitochondrie a progressivement transféré son matériel génétique au génome nucléaire
(Gabaldén and Huynen, 2004). Le génome mitochondrial humain code pour 13 protéines,
toutes présentes au sein des complexes de la chaine respiratoire | a IV encastrés dans I'|MM.
Il code aussi pour 22 ARN de transfert (ARNt) et 2 ribosomes mitochondriaux. Les mutations
de 'ADNmt sont délétéres pour la fonction mitochondriale et apparaissent dans diverses
maladies telles que le cancer, les maladies mitochondriales ou encore des pathologies
neurodégénératives (Bannwarth et al., 2013; Jakupciak et al., 2008; Lax et al.,, 2011).
L’ADNmt est visible dans la mitochondrie sous forme de nucléoides dans la matrice
mitochondriale (Friedman and Nunnari, 2014). La quantité de celui-ci relativement au
génome nucléaire peut étre étudiée par qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) par
la quantification de I'expression de COX1 ou COX2 (Cytochrome C oxydase 1 ou 2, ARNm
issues de ’ADNmt) et PPiA (Peptidylpropyl Isomerase A, ARNm issu de '’ADN génomique),

mais aussi par d’autres techniques.
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-Transfert de mitochondries

Un nouveau concept a émergé tres récemment, celui du transfert intercellulaire de
mitochondries. Ce transfert d’organites entre cellules a été démontré dans différents
modeles tels que les glandes surrénales (Rustom et al., 2004) ou I'épithélium alvéolaire
pulmonaire (Islam et al., 2012). L’hypothése actuelle vise a démontrer que ce processus est
bénéfique pour la cellule receveuse. Néanmoins ce mécanisme pourrait aussi étre un
processus adaptatif pour éliminer les mitochondries ayant accumulé des erreurs. Ces

mécanismes n’ont pour I'instant cependant pas été étudiés dans la cellule B pancréatique.
2.2.3) Dynamique mitochondriale

Beaucoup d’études indiquent que la morphologie des mitochondries est cruciale
pour la physiologie de la cellule (Picard and Turnbull, 2013). Ces changements
morphologiques permettent ainsi a la cellule de s’adapter a la demande énergétique. Les
mitochondries constituent une population dynamique d’organites tantot individuels
(fissionnés, fragmentés, ou ponctiformes), tant6t sous forme de réseau interconnecté
(fusionnés/tubulaires), possible de par la plasticité de cet organite. D’autre part, la

morphologie des mitochondries varie aussi selon le type cellulaire (Kuznetsov et al., 2009).

-Fusion : Mfn1, Mfn2, OPA1 (Figure 12)

Les principales protéines a I'origine de la régulation de la fusion de 'OMM sont Mfn1
(Mitofusin 1) et Mfn2 (Mitofusin 2), membres de la famille des « dynamin-related GTPases ».
Malgré leurs homologies, ces 2 isoformes ont des roles différents. Mfn1/2 sont encastrés
dans 'OMM et forment entre elles des ponts entre les mitochondries de par la génération
d’hétéro-oligomeres. Mfnl a une expression ubiquitaire (Ishihara et al., 2004), tandis que
Mfn2 a une expression différentielle selon les tissus (Bertholet et al., 2016). Mfn1 favorise
les contacts entre les mitochondries et dépend de I'hydrolyse du GTP. Néanmoins, les
contacts mitochondrie-mitochondrie par interaction homotypique de Mfnl sont 100 fois
plus forts que ceux induits par Mfn2. Mfn2 a une faible activité GTPase et semble intervenir
de maniere plus tardive dans la fusion mitochondriale ; d’autre part la perte de Mfn2
entraine la formation de mitochondries fragmentées plus grosses que pour Mfn1 (Ishihara et

al., 2004). Bien que le role de Mfn2 soit encore sujet a débat a ce jour, les 2 isoformes sont
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essentielles a la fusion mitochondriale, leur sous-expression est en faveur de la fission. Mfn2
joue également un réle dans les contacts inter-organites (de Brito and Scorrano, 2008)

décrits plus précisément en partie 3.
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Figure 12 : Dynamique mitochondriale des événements impliqués dans la fusion ou la
fission. Quand Drpl est déphosphorylée, elle est recrutée a la membrane externe de la
mitochondrie par FIS1 et d’autres protéines encore inconnues. L'oligomérisation de Drp1 est
suivie par une constriction de la membrane mitochondriale et la fission. Les molécules pro-
fusion (Mfn1/2 au niveau de la membrane externe et OPA1 au niveau de la membrane
interne) s’oligomérisent pour induire la fusion des mitochondries. D’autres acteurs sont
également présentés ici (Campello and Scorrano, 2010).

La fusion de I'lMM est permise par la GTPase OPA1 (Optic Atrophy 1). L'implication
de la dysfonction d’OPA1 dans I'atrophie optique n’est plus a démontrer. Sa perte initie une

déstructuration de la dynamique mitochondriale ainsi qu’une augmentation de Ia
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susceptibilité a lI'apoptose (Meeusen et al., 2006). A l'inverse, sa surexpression est
protectrice contre I'apoptose (Cipolat et al., 2006). Son expression est ubiquitaire, elle est
localisée dans I'espace inter-membranaire mitochondrial et est ancré a I'lMM (Olichon et al.,
2002). OPA1 a 2 sites de clivage qui génerent 2 formes distinctes : une forme courte et une
forme longue dont découle la dualité fonctionnelle de cette protéine. En effet, la génération
de la forme courte initie la fragmentation mitochondriale, alors que la forme longue favorise
la fusion (Anand et al., 2014). La métalloprotéase OMA1 (Overlapping activities with m-AAA
protease) est 'une des enzymes protéolytiques impliquées dans le clivage d’OPA1 vers la
forme courte. Curieusement, les souris OMA1 KO présentent un plus forte sensibilité aux
stress métaboliques tels qu’un régime riche en graisses, soulignant l'importance de
I’équilibre fusion-fission dans ’lhoméostasie du métabolisme (Quirds et al., 2012). Quant a
YME1L1 (i-AAA protease), elle clive OPA1 pour générer la forme longue favorisant la fusion
mitochondriale. La délétion d’YME1L1 induit I'accumulation de formes courtes d’OPAl

menant a la fission mitochondriale (Anand et al., 2014).

D’autres nouveaux acteurs ont été décrits tels que LETM1 (Dimmer et al., 2008), la
prohibitin (Merkwirth et al., 2008) ou encore la phospholipase D mitochondriale (MitoPLD)
(Choi et al., 2006) qui semblent contréler la fusion mitochondriale, mais leurs roles restent

encore peu clairs a ce jour.

La fusion totale ou « hyperfusion » a lieu en conditions de jeun prolongé ou de
restriction calorique, elle permet aux mitochondries de maximiser I'efficacité mitochondriale
(Mitra et al.,, 2009). La fusion mitochondriale pourrait également permettre la
complémentarité entre plusieurs ADN mitochondriaux et la protection contre les mutations

mitochondriales qui précédent la dysfonction de la chaine respiratoire (Chen et al., 2005).

-Fission : Drp1, Mff, Fis1 (Figurel2)

Drpl (Dynamin-Related Protein 1) est 'une des protéines les plus étudiées pour son
implication dans la fission mitochondriale. Cette GTPase s’associe a I'OMM par
I'intermédiaire de Fisl (Fission protein 1) considérée comme le « récepteur » de Drpl;
néanmoins cette question reste encore controversée d’autant que le KO Fisl engendre un
défaut modéré de la fission (Losén et al., 2013). L'implication de Fis1 pourrait étre spécifique

a des conditions de stress plutét qu’en conditions physiologiques telles que I'apoptose ou la
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mitophagie (Rojansky et al., 2016). Le recrutement de DRP1 au site d’initiation de la fission
mitochondriale est dépendant également de modifications post-traductionnelles que DRP1
peut porter, telles que la phosphorylation, la sumoylation, la S-nitrosylation ou encore la O-
GlcNAcylation (Pagliuso et al., 2018). Fis1 n’est pas le seul récepteur décrit, il existe aussi Mff
(Mitochondrial fission factor) et MiD49/51 (Mitochondrial Division 49/51). Mff est situé sur
'OMM et facilite 'amorcage de Drpl sur la mitochondrie, sa surexpression favorise le
recrutement de Drpl et initie la fission mitochondriale (Otera et al., 2010). L’abondance de
différents récepteurs de Drpl (Mff, Fis1, MiD49/51) suggeére qu’ils doivent jouer des réles a
la fois redondants ou individuels dans le recrutement de Drpl. lls pourraient permettre
également au réticulum endoplasmique d’intervenir dans ['induction de la fission
mitochondriale (voir partie 3). Ces études placent Drpl comme acteur central de la fission,
cependant des études ont pu montrer I'existence d’un fission indépendante de Drpl (Stavru

et al., 2013; Yamashita et al., 2016).

De plus, lorsque les régions HR1 (Heptad-Repeat regions) et HR2 de Mfn2
interagissent, le changement de conformation de Mfn2 assure le recrutement de DRP1 et
meéne a la fission mitochondriale (Huang et al., 2011). Ce qui souléve la question du double
role des protéines de la dynamique mitochondriale dans la fusion ou la fission et

I'importance de leurs interactions réciproques.

-Dynamique mitochondriale et bioénergétique/dysfonction

Le role physiologique des changements morphologiques de la mitochondrie
commence a étre élucidé mais I'équation est complexe et doit prendre en compte la
compartimentalisation des mitochondries, leur forme et I'état global de la cellule. La relation
entre la dynamique mitochondriale et la bioénergétique pourrait étre bidirectionnelle, c’est-
a-dire que la fonction mitochondriale influe sur sa morphologie et inversement (Benard et
al.,, 2007) mais cette idée est encore débattue a ce jour. Quelques arguments viennent
corroborer cette hypothese. Notamment dans des contextes pathologiques les
mitochondries qui dysfonctionnent peuvent apparaitre gonflées et arrondies ou « swollen »
(Masini et al., 2017). Les protéines impliquées dans la dynamique mitochondriale peuvent
aussi affecter la fonction mitochondriale. Par exemple OPA1 contréle la disponibilité du

cytochrome C avant son relargage, controlant ainsi I'apoptose (Cipolat et al., 2006).
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Beaucoup d’études sont quand méme en accord avec le fait que la fission est également un
moyen pour la cellule d’éliminer les mitochondries qui dysfonctionnent par autophagie
(Picard and Turnbull, 2013; Rovira-Llopis et al., 2017; Youle and Narendra, 2011), un
mécanisme appelé maintenant mitophagie. Ces derniéres années, des études ont aussi
montré que la fission mitochondriale est dépendante de I'entrée de calcium dans la matrice
mitochondriale (Cho et al.,, 2017). Or la concentration de calcium dans la mitochondrie
assure la régulation de différentes enzymes du cycle de Krebs et favorise la production de
NADH et de FADH,; (comme décrit précédemment). Il n’est donc pas impossible
gu’indépendamment des mécanismes de mitophagie, la fission mitochondriale soit un
moyen pour la cellule de favoriser sa production d’énergie, si celle-ci est transitoire et

finement régulée.

-Réle de la dynamique mitochondriale dans la sécrétion d’insuline par la cellule B

La sécrétion d’insuline en réponse au glucose, requiert la production mitochondriale
d’ATP a l'origine de la dépolarisation membranaire induisant I'exocytose des vésicules
d’insuline. La sécrétion d’insuline est donc le reflet de la fonction mitochondriale. Peu
d’études ont évalué l'implication de la dynamique mitochondriale en réponse a une
stimulation aigué au glucose. Jhun et ses collaborateurs (Jhun et al.,, 2013) ont suivi
I’évolution de la dynamique mitochondriale en réponse a une stimulation de 60 min avec 20
mM de glucose sur la lignée INS1-E, cellules B de rat. Ills observent tout d’abord qu’avant la
stimulation, le pourcentage de cellules en état de fusion, c’est a dire associées a des
mitochondries de forme tubulaire, est majoritaire. Néanmoins dés I'ajout du glucose apres
seulement 5 min et avec un pic a 15 min, les mitochondries fissionnent ponctuellement pour
retourner aprés 1h a leur état initial tubulaire. L'inhibition de la fission mitochondriale par
I'intermédiaire d’un adénovirus DRP1 tronqué bloque la fission ponctuelle induite par le
glucose mais bloque également la sécrétion d’insuline, corrélée a une diminution de la
production d’ATP, du potentiel de membrane ainsi qu’un un blocage de la respiration (Jhun
et al., 2013). Cette étude met en avant le réle important de la dynamique mitochondriale
dans la fonctionnalité mitochondriale qu’est la respiration et ainsi dans la sécrétion
d’insuline en réponse au glucose. Cette étude est a ma connaissance la seule traitant ce
sujet. Le réle précis de la dynamigue mitochondriale dans la sécrétion d’insuline en réponse

au glucose reste a étre élucidé.
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Partie 2 : Dysfonction de la cellule B et diabéte de type 2

1) Généralités sur le diabéete de type 2

Le terme diabete découle du grec SwaBntng qui signifie « couler a travers » qui
rappelle les principaux symptomes historiquement connus du diabéte, la soif et la nécessité
d’uriner fréquemment, des symptomes décrits dés I'antiquité, ce qui fait du diabete I'une
des pathologies les plus anciennes reconnues. De nos jours, cette pathologie touche dans le
monde plus de 8% de la population en 2016, soit 422-552 millions d’adultes diabétiques

eme

dans le monde. D’ici 2030 le diabéte pourrait devenir la 77" cause de décées dans le monde

(OMS, consulté le 03/10/18 ) (Whiting et al., 2011)

La destruction de I'llot de Langerhans a été pour la premiere fois corrélée au diabete
en 1901 par Eugene L. Opie (Opie, 1901). C'est aussi grace aux expériences d’Oskar
Minkowski et Josef Von Mering montrant qu’un diabéete sucré se développe chez le chien
apres ablation du pancréas que le réle du pancréas dans le développement du diabéte a été
démontré. C’'est ensuite en 1920 que Frederick Grant Banting apporte une avancée majeure,
il tente d’extraire le contenu pancréatique pour le tester comme traitement antidiabétique.
C'est en 1922 que la premiere injection d’insuline a 'homme sauve un jeune gargon
diabétique (Fédération Francaise des diabétiques, consulté le 20/10/18). Depuis de
nombreuses avancées utilisées comme traitements palliatifs ont été développées allant des
pompes a insuline, jusqu’a la transplantation d’llots et récemment I’encapsulation d’ilots

dans des « pancréas bioartificiels » (Kieffer et al., 2017)

Le diabéte de type 2 correspond a environ 80-90% des cas de diabéte, en
comparaison avec le diabete de type 1 auto-immunitaire, les diabétes monogéniques ou
encore le diabéte gestationnel (Rorsman and Braun, 2013). Les causes exactes du diabete de
type 2 et les mécanismes moléculaires précis mis en jeux restent a étre élucidées. Il est
néanmoins reconnu qu’une alimentation riche en sucre et en graisse ainsi qu’une faible
activité physique sont 2 facteurs clés du développement du diabéte de type 2 ; il est aussi
reconnu qu’il existe une certaine susceptibilité génétique qui entrent en compte dans le

développement du diabéte de type 2.
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Figure 13 : Dysfonctions associées au diabéte de type 2. L’hyperglycémie et I’hyperlipidémie
favorisent le développement de linsulino-résistance, qui est dans un premier temps
compensée par une hypersécrétion d’insuline par la cellule B pancréatique, mais qui a terme
provoque I'épuisement et la dysfonction des cellules B. Ceci favorise I'hyperglycémie et donc
I'insulino-résistance. Ces processus favorisent le développement du diabéte de type 2, de

I’hypercholestérolémie, I’hypertension, I'obésité et I'athérosclérose

Une des caractéristiques du diabéte de type 2 est l'insulino-résistance des tissus
périphériques tels que le muscle squelettique, le foie ou encore le tissu adipeux, pouvant
étre expliquée essentiellement par un défaut de transduction du signal découlant du RI.
Cette incapacité des tissus périphériques a répondre a l'insuline provoque une glycémie
élevée a jeun et en post-prandial due a l'incapacité des tissus périphériques a capter le
glucose sanguin (Figure 13). Pour compenser cette hyperglycémie, les cellules
pancréatiques sécretent plus d’insuline mais a terme s’épuisent et meurent en majorité avec

une perte de 25-60% de la masse B pancréatique lors d’un diabéte avancé (Butler et al.,
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2003; Rahier et al., 2008). De plus, les cellules B pancréatiques restantes présentent des

anomalies fonctionnelles.

Le diabete de type 2 appartient a la catégorie des maladies métaboliques associées a
diverses complications notamment cardio-vasculaires, telles que la thrombose ou
I’hypertension, mais aussi des maladies rénales, la stéatose hépatique, la dyslipidémie,

I’'obésité ou encore la rétinopathie... (Goyal and Jialal, 2018)

2) Dysfonction B pancréatique, une caractéristique du diabéete de type 2
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Figure 14 : Hypothéses actuelles permettant d’expliquer la diminution de la masse B pancréatique
au cours du développement du diabéte de type 2. La premiére hypothése décrit que la dysfonction
B pancréatique est due a la glucolipotoxicité et méne a I'apoptose des cellules. La seconde hypothése
suggere qu’en réponse aux signaux de la glucolipotoxicité, les cellules adaptent un mécanisme

deprotection et se dédifférencient en cellules non insulino-sécrétrices (Dor and Glaser, 2013).
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La dysfonction et I'apoptose des cellules B pancréatiques sont des caractéristiques
d’un diabéte de type 2 avancé. Plusieurs hypothéses existent pour justifier la perte et la
dysfonction de la masse B pancréatique (Figure 14). Les plus reconnues a ce jour montrent
gue la dysfonction B pancréatique pourrait étre due a la glucolipotoxicité (toxicité des fortes
concentrations de glucides et de lipides) inhérente a la suralimentation. Cette
glucolipotoxicité a terme provoquerait I'apoptose des cellules B. Cette hypotheése fait
récemment face a l'idée que les cellules B pourraient se dédifférencier et perdre leur
capacité a sécréter l'insuline. Je décris ci-dessous ces 3 axes (Lipotoxicité, Glucotoxicité et

Dédifférenciation).
2.1) Lipotoxicité
2.1.1) Métabolisme lipidique

Les lipides sont des substrats énergétiques apportés essentiellement par la viande,
les produits laitiers et le poisson. Les triglycérides (TG) (Glycérol estérifié par 3 acides gras)
sont la forme majoritaire apportée par I'alimentation, ils peuvent étre présents également
sous forme de phospholipides ou de cholestérol. Les acides gras (AG) peuvent étre sous
forme saturés ou insaturés mais ils peuvent aussi étre classés selon la taille de leur chaine
carbonée : on discrimine les AG a chaines courtes (< 6 carbones), moyennes (6-12 carbones)
et longues (>12 carbones). Les lipides peuvent circuler sous forme de TG véhiculés via les
chylomicrons ou les VLDL (Very Low Density Lipoprotein), sous forme d’AG libres ou de corps
cétoniques. Les AG sont utilisés par la mitochondrie pour assurer la B-oxydation. Les lipides
sont majoritairement stockés sous forme de TG dans le tissu adipeux, le muscle squelettique
ou le foie. Le glucose sous I'action positive de I'insuline peut également étre transformé en

TG via la lipogenése de novo, principalement dans le foie (Widmaier et al., 2013)
2.1.2) Difficultés du modéle de lipotoxicité

La lipotoxicité, ou exposition chronique a des fortes concentrations d’AG est une
notion difficile a appréhender. Il n’existe pas de concensus quant a la durée ou la quantité

d’AG a utiliser pour induire une lipotoxicité.

De plus, I'effet d’'un AG libre dépend de sa quantité, de son état de saturation ainsi

gue de la taille de sa chaine carbonée. Par exemple le palmitate (C16 :0) a des effets
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délétéres sur la sécrétion d’insuline (c’est le plus utilisé pour induire la lipotoxicité), alors
gue le laurate ou le myristate (respectivement C12:0 et C14 :0) sont moins déléteres pour la
cellule B (Oh et al., 2018). De la méme maniére, I'acide arachidonique (C20 :4) stimule la
prolifération cellulaire et la sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Keane et al., 2011).
L’Oléate (C18 :1), lui est un AG qui stimule la prolifération cellulaire. De plus il a la faculté de
protéger la cellule B contre les effets déléteres du palmitate (Brelje et al., 2008;
Sommerweiss et al., 2013). De plus les AG doivent étre conjugués a la BSA pour favoriser leur
solubilité et minimiser leurs effets détergents. Dans ce contexte le ratio AG/BSA et I'origine
de la BSA sont des facteurs a maitriser. En outre, I'effet d’'un AG peut aussi dépendre de sa
translocation dans la cellule ou de I'activation de récepteurs membranaires aux AG

(Noushmehr et al., 2005).
2.1.3) Dysfonction 8 pancréatique et lipotoxicité

La cellule B pancréatique est sujette a la lipotoxicité, il faut néanmoins dissocier les
effets aigus des effets chronique des AG libres (Sharma and Alonso, 2014). La lipotoxicité
provoque dans la cellule B différents effets incluant le stress cellulaire menant a I’altération

de la sécrétion d’insuline, la modification de la masse B et la mort par apoptose.

-Mécanismes d’action des AG

Il existe 2 sortes de mécanisme d’action des AG, via des protéines de transports d’AG
comme le CD36, connu aussi sous le nom de FAT (Fatty Acid Translocase), ou via des
récepteurs membranaires comme les GPRs (G Protein coupled Receptors) (Noushmehr et al.,
2005). Le CD36 permet a certains AG de passer la membrane plasmique par transport actif.
Dans la cellule B, il est exprimé a la fois a la membrane plasmique et dans les granules de
sécrétion d’insuline (Noushmehr et al., 2005). Le CD36 facilite le transport des AG au sein de
la cellule B et réduit la potentialisation de la sécrétion d’insuline en réponse a une

stimulation aigue au palmitate ou a I'oléate (Wallin et al., 2010).

Il existe 4 types de GPCRs exprimés dans la cellule B, GPR40, GPR41, GPR43, GPR120.
Les récepteurs GPR40 et GPR120 sont actuellement les plus décrits en ce qui concerne |'effet
de la lipotoxicité sur les cellules B. GPR40 est exprimé de maniere trés abondante dans le

pancréas et spécifiquement plus exprimé dans I'llot. GPR40 est activé préférentiellement par
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les AG a chaines carbonées moyennes ou longues. En réponse a une stimulation aigue aux
AG (palmitate), GPR40 permet d’assurer la potentialisation de la sécrétion d’insuline (Itoh et
al., 2003; Nagasumi et al., 2009). A l'inverse, lors d’une stimulation prolongée de palmitate,
GPR40 joue un role délétere sur la sécrétion d’insuline, mais ces effets déléteres sont
partiellement réduits par |'utilisation d’antagonistes de GPR40 (Kristinsson et al., 2013). Ces
études sont controversées et I'utilisation d’agonistes ou d’antagonistes ciblant GPR40 dans
le cadre du traitement du diabéte de type 2 reste encore a préciser (Li et al., 2018; Wagner
et al., 2013). A ce jour, un agoniste a été utilisé en phase clinique Ill : TAK-875 (Fasiglifam), il
présentait des facultés a restaurer la glycémie mais semblait présenter aussi des
complications hépatiques (Leifke et al., 2012; Li et al.,, 2015). GPR120 reconnait les AG
insaturés et les AG saturés a longues chaines carbonées (Hirasawa et al., 2005; Vangaveti et
al., 2010). Il est exprimé dans de nombreux tissus tels que I'intestin ou les poumons mais est
aussi exprimé dans la cellule B pancréatique (Dhayal et al., 2008; Kebede et al., 2009). Son
activation par l'intermédiaire d’agoniste tel que I'ALA (a-Linolenic Acid), augmente la
sécrétion d’insuline de maniere dose dépendante (Moran et al., 2014). GPR120 pourrait de

ce fait lui aussi étre un candidat intéressant.

-Dysfonction des organites associés a la lipotoxicité

En considérant le role important du RE et de la mitochondrie dans la fonction
pancréatique, il n’est pas surprenant d’observer que I'exposition chronique aux AG saturés
est inducteur d’un stress du RE et de dysfonctions mitochondriales (Biden et al., 2014;

Supale et al., 2012). Ces aspects seront décrits plus loin.

-Lipotoxicité et masse B pancréatique

Des études se sont récemment intéressées a |'effet des lipides sur la prolifération de
la masse B pancréatique, certaines études montrent un effet bénéfique de la lipotoxicité sur
le développement de la masse B pancréatique (Brelje et al., 2008; Fontés et al., 2010; Steil et
al., 2001), alors que d’autres articles relatent les faits inverses (Maedler et al., 2003; Pascoe
et al., 2012). La pertinence de ces modeles in vitro chez ’homme n’a pour 'instant pas été
démontrée et beaucoup de différences expérimentales pourraient justifier ces discordances.

Ces résultats pourraient également marquer la différence entre les phases précoces du
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diabéte de type 2 ou les cellules B pancréatiques tentent de compenser I'insulino-résistance

et la phase tardive du diabéte de type 2 et la mise en échec de la cellule B.
2.2) Glucotoxicité
2.2.1) Métabolisme glucidique

Les glucides sont avec les lipides et les protéines une source majeure d’énergie et
constituent 50-60% d’un repas équilibré. On peut les trouver sous différentes formes :
Amidon (polymeére de glucose linéaire ou ramifié), saccharose (glucose-fructose) et lactose
(glucose-galactose). Le glucose peut étre apporté par |'alimentation, la dégradation du
glycogene (glycogénolyse) ou encore la néoglucogenése. Le glucose est utilisé par tous les
tissus (notamment les tissus insulinodépendants). Il sert a la production d’ATP lors du
métabolisme oxydatif et peut étre stocké sous forme de glycogene. La glycémie est régulée
par la sécrétion d’insuline, en favorisant le métabolisme oxydatif et le stockage de glucose

dans les tissus périphériques (Widmaier et al., 2013)
2.2.2) Difficultés du modele de glucotoxicité

L’exposition prolongée a de fortes concentrations du glucose (supérieures a la
normoglycémie de 1g/L) est définie sous le terme de glucotoxicité. Il n’existe a ce jour pas de
réel consensus clair concernant la dose ou le temps d’exposition nécessaires pour définir la
glucotoxicité. L'autre difficulté est de mettre en place des modeles in vitro dont la culture
peut se faire en « low glucose » (1g/L) sans provoquer de modifications structurelles ou
fonctionnelles des cellules (dont la culture se fait normalement a des concentrations de
glucose plus élevées). Les concentrations définies comme « high glucose » sont
essentiellement comprises entre 3g/L — 6g/L de D-glucose pour des expositions entre 24 et
96h. Ces concentrations et temps d’exposition dépendent également du modeéle cellulaire
utilisé. Chez un patient diabétique de type 2, la glycémie a jeun est au minimum de 1,26g/L
et supérieure a 2g/L aprés un OGTT (Oral Glucose Tolerance Test) selon ’ADA (American

Diabetes Association, consulté le 04/10/18).
2.2.3) Glucotoxicité et dysfonction 8 pancréatique

Il est maintenant bien défini que la mise en place du diabéte de type 2 suit une
évolution biphasique. Dans un premier temps, la cellule B tente de compenser
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I’'hyperglycémie chronique (Glucotoxicité) inhérente a linsulino-résistance par une
hypersécrétion d’insuline, associée a une augmentation de la masse B pancréatique. Mais
dans un second temps la glucotoxicité provoque la dysfonction et I'apoptose de la cellule B,
ce qui altére la sécrétion d’insuline. Différentes altérations et voies métaboliques sont
associées a cette dysfonction B pancréatique notamment le stress du RE et la dysfonction
mitochondriale sont prépondérants, ces points seront abordés plus loin. Mais la voie des
hexosamines, les AGEs, la voie PKC et I'inflammation en sont aussi les acteurs et ils sont

décrits ci-dessous (Bensellam et al., 2012) (Figure 15).
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Figure 15 : Représentation schématique des différents mécanismes intervenant dans la
pathophysiologie de la cellule B associée au diabéte de type 2, qui précede et suit
I’établissement de I’hyperglycémie ainsi que le role aggravant de la glucotoxicité
(Bensellam et al., 2012).

-La voie des Hexosamines

La voie biosynthétique des héxosamines est une voie alternative que peut utiliser le

glucose. Elle est utilisée par environ 5% du glucose qui entre dans la cellule. Lors d’une
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suractivation de la glycolyse, le fructose-6-phosphate formé peut étre converti en
glucosamine-6-phosphate en présence de glutamine via la GFAT (Glutamine : Fructose-6-
phosphate amidotransferase). Le glucosamine-6-phosphate sera ensuite métabolisé en UDP-
GlcnAc (Uridine Diphosphate-N-Acetylglucosamine), c’est ce qu’on appelle la voie des
hexosamines. L'UDP-GlcnAc va servir de substrat pour une autre enzyme I’OGT (Olinked 3-N-
acetylglucosamine Tranferase), qui favorise la O-GlcNacylation des protéines. Ainsi, les
protéines O-GlcNacylées vont subir des modifications de perte ou de gain de fonction
(Denzel and Antebi, 2015; Yanagida et al., 2014). L’O-GlcNacétylation des protéines favorise
ainsi le développement du stress oxydatif, du stress du RE et sensibilise la cellule B a
I'apoptose (D’Alessandris et al., 2004). La suractivation de la voie des héxosamines a été
démontrée lors de la glucotoxicité. Elle induit I'inhibition de la sécrétion d’insuline et
I’apoptose, par la diminution de I'expression de GLUT2 et de la glucokinase. D’autre part, la
glucosamine a elle seule induit un stress du RE dans la cellule B (Lombardi et al., 2012;
Yoshikawa et al., 2002), ce qui confirme I'implication de la voie des hexosamines dans les

effets délétéres de la glucotoxicité.

-Les AGEs (Advanced Glycation End Product)

L’hyperglycémie inhérente a la dérégulation de la sécrétion d’insuline va provoquer la
glycation (fixation d’un sucre) des protéines et la formation des AGEs. De telles preuves ont
déja été observées dans des ilots de modele murin (Pascal et al., 2010). Les AGEs formés en
réponse a la glucotoxicité vont avoir des effets déléteres sur la sécrétion d’insuline. Ces
effets pourraient étre dépendants de la production d’especes réactives a I'oxygéne (ROS)
(Lin et al.,, 2012). Les récepteurs aux AGEs (RAGE) présents a la surface de la cellule,
semblent jouer un réle eux aussi dans les effets déléteres des AGEs. Leur inhibition protége
de I'apoptose induite par stimulation aux AGEs (Zhu et al., 2011). Enfin, une autre étude
suggere que les AGEs alterent la translocation du facteur de transcription Pdx1 (Pancreatic
and duodenal Homeobox 1), altérant ainsi I'expression du géne de I'insuline (Puddu et al.,
2010). L'ensemble de ces résultats montre que les AGEs jouent un role important dans les
effets déléteres de la glucotoxicité de par la génération de ROS, mais aussi possiblement par

une altération de la différentiation B pancréatique et des voies pro-apoptotiques.
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-La PKC (Protéine Kinase C)

La PKC intervient dans de nombreux signaux de transduction et semble jouer un role
dans la sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Knutson and Hoenig, 1994; Wan et al.,
2004). Néanmoins dans différents tissus de modéles de souris diabétiques, son activité
semble intervenir dans le développement des complications liées au diabéte (Koya et al.,
1997). Une étude montre aussi que l'activité de la PKC est augmentée dans la cellule § en
réponse a la glucotoxicité, celle-ci est suivie par une diminution de I'expression du géne
codant pour l'insuline et pourrait participer a la dysfonction B pancréatique (Kaneto et al.,
2002). D’autre part, la PKC est présente sous différentes isoformes qui pourraient contribuer
a des effets différentiels sur la sécrétion d’insuline (Mellor and Parker, 1998; Schmitz-Peiffer

et al., 2007).

-L’inflammation

L'obésité est caractérisée par la présence d’une inflammation dite « a bas bruit ». Or
30% des obéses présentent un diabete de type 2. Cette inflammation a lieu essentiellement
au sein du tissu adipeux, des cellules du systeme immunitaire ou encore des cellules
endothéliales et elle est la résultante de I'hyperglycémie. L'inflammation se traduit par la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines dans le sang (King, 2008). La
présence de cellules inflammatoires (macrophages) et [I'expression de cytokines
inflammatoires (Interleukine 1 beta : IL-13) dans des coupes de pancréas diabétiques de type
2 ont déja été montrées (Ehses et al., 2007). Mais également dans des modéles de souris
diabétiques de type 2 (Homo-Delarche et al., 2006). Ces modéles présentent également une
augmentation de I'expression de diverses cytokines et chimiokines dans les flots (lkeda,
1994). D’autre part, la glucotoxicité provoque la production d’IL-1B et induit I’activation des
voies pro-inflammatoires NFkB (Nuclear Factor kappa B) ainsi que I'apoptose des cellules B
pancréatiques. De plus, I'utilisation d’un antagoniste de récepteur a I'IL-1B protege des
effets déléteres de la glucotoxicité (Maedler et al., 2002). Ces résultats sont cependant
controversés actuellement, une étude montre par exemple que l'invalidation de I'expression

du récepteur a I'lL1 n’est pas protecteur contre la glucotoxicité (McKenzie et al., 2010).
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2.3) Dédifférenciation

La différentiation des cellules souches du pancréas en cellule B a lieu sous le controle
de processus cellulaires complexes impliquant I'activation ou les répressions trés fines de
différents facteurs de transcription. En outre, cette différentiation en cellules B matures
n‘est pas définitive, de plus en plus d’études ont noté que sous certaines conditions les
cellules B pouvaient perdre leur identité, voir régresser. On appelle ce processus la
dédifférenciation (Weir et al., 2013). Ce mécanisme viendrait s’ajouter a I'apoptose comme
un nouveau facteur contribuant a la diminution de la masse B pancréatique au cours du

diabéte de type 2.

La dédifférenciation se caractérise par la diminution de I'expression de genes
spécifiques de la cellule B mature tels que Pdx1 (Pancreatic and duodenal homeobox-1) (Gao
et al., 2014; Lemaire et al., 2017). Des études relatent la présence de marqueurs de cellules
progénitrices ou de cellules a dans des ilots dédifférenciés d’animaux diabétiques (Cinti et
al., 2016; Kim-Muller et al., 2014). Le réle de la glucotoxicité dans la dédifférenciation des
cellules B commence seulement a étre compris (Bensellam et al.,, 2012). Des études
anciennes relient néanmoins la glucotoxicité a la diminution de I'expression de 'ARNm de
I'insuline, des résultats confirmés chez ’lhomme (Briaud et al., 1999; Del Guerra et al., 2005).
Cette diminution s’accompagne d’une diminution de I'expression de Pdx1 et de MAFA (V-
maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homologue A) essentiels au maintien de
I'identité B (Guo et al., 2013; Pino et al., 2005). Ces altérations peuvent étre restaurées par
I'utilisation d’antioxydants, ce qui souleve I'implication du stress oxydant dans la mise en
place de la dédifférenciation (Mahadevan et al., 2013). De nombreux genes altérés par la
glucotoxicité ont été a ce jour identifiés, comme ceux des facteurs de transcriptions (Nkx6.1,
Hnf4a), des génes du métabolisme (Glut2, Gck,...), de la potentialisation du GSIS (Glp1r,
Gpr40,...) ou encore de l|'exocytose des granules (SNARE: Soluble N-éthylmaleimide-
sensitive-factor Attachment protein REceptor) (Bensellam et al.,, 2018). Beaucoup de
données convergent vers cette hypothese et suggerent que la dédifférenciation est un
mécanisme adaptatif pour échapper a la mort cellulaire induite par le stress des organites

(Figure 16).
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Figure 16 : Représentation schématique des processus de la différenciation des cellules B.
Ce processus implique un contréle et une coordination trés fine de l'activation ou la
répression de facteurs de transcription spécifiques qui permet la transition de la cellule
souche jusqu’a la cellule B mature pendant le développement de I'embryon et la période

post-natale. Des études chez I’'homme ou I'animal suggerent que la cellule f mature pourrait
régresser jusqu’a un stade de précurseur et/ou se transdifférencier dans d’autres types de
cellules de I'flot lors du développement du diabéte de type 2 (Bensellam et al., 2018).

3) Role du RE et de la mitochondrie dans la dysfonction B pancréatique

associée a la glucotoxicité/lipotoxicité et le diabéte de type 2

3.1) Stress du RE : UPR

Le stress du réticulum endoplasmique ou réponse UPR (Unfold Protein Response) est
un mécanisme qui se met en place lors d’'une demande énergétique trop forte. L'incapacité
du RE a conformer les protéines en réponse a cette surcharge va induire I'accumulation de
protéines mal conformées dans la lumiéere du RE. Cette réponse adaptative a pour objectif
de booster la fonctionnalité du RE mais aussi le ralentissement de I'arrivée de protéines
nouvellement synthétisées. Le stress du RE se caractérise par lI'augmentation de la
transcription de protéines chaperonnes, d’enzymes impliquées dans le repliement des

protéines ainsi qu’une dilatation du RE (Cnop et al., 2017; Walter and Ron, 2011).
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Le stress du RE se caractérise par I'activation de 3 voies de signalisation, la voie PERK
(Protein Kinase RNA-like ER Kinase), ATF6 (Activating Transcription Factor 6) ou IRE1l
(Inositol-requiring protein 1). En condition d’homéostasie, PERK, IRE1 et ATF6 sont associés a
la protéine chaperonne Grp78 (Glucose related protein 78) ce qui empéche leur activation.
En cas d’accumulation de protéines mal conformées, Grp78 prend en charge ces protéines et

va se dissocier de PERK, ATF6 et IRE1, ce qui induit leur activation.
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Figure 17 : Représentation des 3 branches de la voie UPR. A-C, « Les 3 familles voies dans la
transduction du signal (ATF6, PERK, IRE1) via Grp78 sont sensibles a la présence de protéines
mal conformées dans la lumiére du RE. Chaque branche de I'UPR utilise différents
mécanismes de transduction du signal: ATF6 régule la protéolyse, PERK contrdle la
traduction et IRE1 réduit la charge de protéines mal conformées en diminuant la traduction
et en contrélant la dégradation des ARNm liés au RE » (Walter and Ron, 2011).

3.1.1) La voie PERK-elF2-ATF4

PERK est une kinase localisée dans la membrane du RE, sa dissociation de Grp78
permet son oligomérisation, entrainant d’'une part une autophosphorylation mais également
la phosphorylation d’elF2a (eucraryotic translation initiation factor 2), ce qui inactive
indirectement elF2 et réduit la charge de protéines mal conformées en contrélant la
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traduction et la dégradation des protéines. Ainsi P-elF2a augmente la traduction d’ATF4
(Activating Transcription Factor 4) qui va agir comme facteur de transcription pour favoriser
la transcription du facteur pro-apoptotique CHOP (C/EBP Homologous Protein), d’autres
chaperonnes ainsi que des composants du systeme ERAD. PERK permet ainsi de réduire le
flux d’entrée protéique dans le RE pour compenser le stress du RE. ATF4 permet également
la transcription de GADD34 (Growth Arrest and DNA Damage-inducible gene 34), qui contre
les effets de PERK en déphosphorylant elF2a via la formation d’'un complexe GADD34-PP1
(Protéine Phosphatase 1). Il existe également d’autres inhibiteurs de la voie PERK tels que
p58"™¢ ou encore PKR (RNA-activated Protein Kinase) (Lee et al., 1994; van Huizen et al.,

2003).
3.1.2) La voie IRE1-sXBP1

IRE1 est une protéine portant 2 fonctions, kinase et endoribonucléase. De la méme
maniére que PERK, en présence de protéines mal conformées, IRE1 se dissocie de Grp78 et
s’oligomérise, ce qui mene a I'épissage de 'ARNm XBP1 (X-box Binding Protein 1), cette
forme épissée (sXBP1 = spliced XBP1) va agir ensuite comme facteur de transcription et
augmenter I'expression de chaperonnes et d’enzymes impliquées dans la mise en
conformation des protéines. Cette voie permet aussi I'activation des voies pro-
inflammatoires NFkB (Nuclear Factor k B). Mais I'activation de la voie IRE1 permet aussi la
phosphorylation de JNK (c-Jun N-terminal Kinase) ce qui favorise la survie ou I'apoptose de la

cellule (Darling and Cook, 2014; Walter and Ron, 2011).
3.1.3) La voie ATF6

ATF6 est un facteur de transcription ayant un domaine transmembranaire encastré
dans la membrane du RE, il a une portion plus large au niveau de la lumiere du RE. En
condition de stress du RE, ATF6 se dissocie de Grp78 et passe du RE a 'appareil de Golgi ou
elle est clivée par des protéases S1P et S2P (Site 1/2 Protéases) qui enlévent le domaine
luminal d’ATF6. La forme clivée d’ATF6 va ensuite agir comme facteur de transcription a son
tour et augmenter I'expression de chaperonnes du RE tel que Grp78 et ainsi favoriser la
capacité de mise en conformation des protéines (Darling and Cook, 2014; Walter and Ron,

2011).
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Ces différentes voies sont représentées sur la figure 17
3.1.4) Stress du RE — dysfonction cellule 8-Diabéte monogénique

Beaucoup de preuves relient maintenant la dysfonction de la cellule B au stress du
RE. Notamment de par la présence de certaines mutations rares de génes spécifiques de
I'UPR qui sont associés au développement du diabéte comme le syndrome de Wolfram
(mutation Wfs1l) ou encore celui de Wolcott-Rallison (Mutation EIF2AK3 : Eukaryotic
translation Initiation Factor 2 Alpha Kinase 3 = PERK) (Delépine et al., 2000; Inoue et al.,
1998). Wfsl est une protéine transmembranaire localisée dans le RE qui contréle
I’'accumulation du calcium dans le RE, sa sous-expression diminue les quantités de calcium
réticulaire, alors que sa surexpression I'augmente (Takei et al., 2006). Cette régulation se fait
via une interaction SERCA-Wfsl sous la dépendance du stress du RE. En effet WFs1 est
régulé par IRE1 et PERK, néanmoins son role précis sur la régulation du canal SERCA reste
peu clair a ce jour (Zatyka et al., 2015). L'une des formes monogéniques de diabete les plus
connues est la mutation Akita de I'insuline décrit tout d’abord chez la souris (Wang et al.,
1999), puis chez 'homme (Stgy et al., 2007). Lors de cette mutation, la proinsuline se
retrouve mal conformée et induit un stress du RE qui altere la sécrétion d’insuline en

réponse au glucose.

Ces formes mono-géniques rares montrent le role proéminent de la réponse UPR
dans la sensibilité de la cellule B. Beaucoup de formes de diabéte monogénique existent a ce

jour, ce sujet n’a pas été traité de maniere exhaustive dans le cadre de cette introduction.
3.1.5) Stress du RE — dysfonction cellule 8-Gluco/Lipotoxicité

La fonction premiére de la cellule B est la sécrétion d’insuline en réponse au glucose.
Lors d’une stimulation au glucose, la synthese d’insuline représente environ 50% des
protéines totales synthétisées. Il est estimé que, dans un contexte d’hyperglycémie, environ
1 millions de molécules de pro-insuline par minute sont produites (Schuit et al., 1988). De
plus, la proinsuline nécessite la formation de 3 ponts disulfures dans le RE. Il n’est pas
surprenant qu’une telle demande bioénergétique active les voies UPR, activation qui devient

délétere pour la cellule lorsque cette activation est chronique.
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Il est maintenant clairement établi que la glucotoxicité et la lipotoxicité sont des
facteurs inducteurs de stress du RE dans la cellule B pancréatique (Kaufman et al., 2010). I|
est également admis que la glucotoxicité peut amplifier le stress du RE induit par la
lipotoxicité (Bachar et al., 2009). Les oxydoréductases PDI (Protéine Disulfide Isomerase) et
Erol (ER oxidoreductin 1), sont abondantes dans le RE et facilitent le repliement oxydatif de
la proinsuline. La surexpression d’Erola dans des cellules exprimant une forme mutée de la
pro-insuline entraine dans ces cellules un stress du RE moindre (Wright et al., 2013). Le
stress du RE prolongé engendré par I'exposition chronique a des fortes concentrations de
glucose provoque I'apoptose des cellules B via I'activation de CHOP, JNK et de la caspase 12.
La surexpression de CHOP stoppe la croissance cellulaire et induit I'apoptose (Matsumoto et
al., 1996). CHOP, connu aussi sous le nom de GADD153 (Growth Arrest and DNA Damage-
inducible gene 153), est un facteur de transcription régulant des genes associés a la survie
ou a la mort cellulaire. Il régule par exemple les génes Bcl2 (B-cell lymphoma 2), TRB3
(tribbles-related protein3), GADD34, DOCS (Down-stream of CHOP) (Li et al., 2014; Liew et
al., 2010). L'expression de CHOP semble également étre sous la dépendance d’autres acteurs
tel QU'ERK1/2, une protéine dont I'expression est le reflet de la demande sécrétoire dans la
cellule B (Lawrence et al., 2008). On note aussi que la glucototoxicité ou la lipotoxicité
alterent également tous deux ’lhoméostasie calcique réticulaire. C'est par I'intermédiaire de
la diminution d’expression de SERCA2b que les stocks calciques du RE sont réduits en
conséquence (Hara et al., 2014), mais aussi via les fuites de calcium présentes au niveau du

translocon (Cassel et al., 2016).

Les flots de diabétiques de type 2 expriment eux aussi des marqueurs de stress du RE,
avec une augmentation de I'expression de p53, CHOP, ATF3 (Activating Transcription Factor
3) et Grp78 (Cnop et al.,, 2017). D’autre part, Engin et ses collaborateurs montrent la
diminution de I'expression d’ATF6, d’XBP1s et de P-elF2a dans des ilots de diabétiques de
type 2 ce qui pourrait suggérer un défaut fonctionnel des voies UPR aprés un diabéte avancé
(Engin et al., 2014). A I'inverse, dans les ilots de souris obese Ob/Ob ou HFD (High Fat Diet),
la phosphorylation d’elF2a est augmentée, ainsi qu’une diminution de I'expression d’ATF6
(Engin et al., 2014). La structure du RE se trouve également altérée en contexte de diabete
de type 2 dans lequel une dilatation nette du réticulum endoplasmique est observée (Masini

et al., 2017).
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Ensemble, ces résultats démontrent l'implication primordial du RE dans les

altérations fonctionnelles associées a la glucolipotoxicité et au diabéte de type 2.
3.2) Stress mitochondrial

De par son role important dans la fonction de la cellule B, la mitochondrie est un
acteur majeur de la dysfonction B pancréatique inhérente a la glucolipotoxicité. Le stress
mitochondrial fait intervenir des altérations structurelles, de la dynamique et de la fonction
mitochondriale aussi bien dans des modeles in vitro, qu’in vivo, chez ’homme ou I'animal.

Ces différentes altérations sont décrites ci-dessous (Ma et al., 2012).
3.2.1) Structure/Dynamique mitochondriale dans la cellule 8

Il existe un lien proche entre la structure et la fonction mitochondriales. Il apparait
de plus en plus que les conditions énergétiques de la cellule influencent la dynamique des
organites, les GTPases (Guanosine TriPhosphatases) de la superfamille des dynamines
régulant les mécanismes de fission/fusion. Plusieurs études (Anello et al., 2005; Masini et al.,
2017), mettent en évidence une altération de la morphologie des mitochondries dans les
flots pancréatiques de patients atteints de diabete de type 2, exhibant des mitochondries

dites « swollen » c’est a dire gonflées et élargies.

-Altération de la dynamique mitochondriale dans la cellule 3

De maniere intéressante, beaucoup d’études se sont focalisées sur le role de Drpl
dans le controle de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose. Drpl ou Dynamin related
protein 1 est une protéine clée entrant en jeu dans I'induction de la fission par constriction
des mitochondries. Son invalidation par sh ou siRNA induit un blocage de la fission et a été
incriminée comme inducteur d’altération de la fonction mitochondriale et de la sécrétion
d’insuline en réponse au glucose (Kabra et al., 2017; Reinhardt et al., 2016). A I'inverse, une
exposition prolongée a de fortes quantités de glucose (24h-96h, 20-30 mM glucose),
(glucotoxicité) ou au palmitate (lipotoxicité) induit une fission mitochondriale et une
apoptose Drpl dépendante, associée a une augmentation de I'expression de Drpl (Men et

al., 2009; Molina et al., 2009).
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Figure 18: Modele reliant les fluctuations du statut métabolique, la morphologie
mitochondriale et I'intégrité de ’ADN mitochondrial. « Les modulations normales du statut
métabolique lors de courtes périodes de surcharge énergétique ou de carence énergétique
participent a la santé mitochondriale. Des épisodes chroniques de surcharge énergétique
induiraient une fragmentation du réseau mitochondrial, une dysfonction mitochondriale et

N

I'accumulation de dommages a I’ADN. A |'opposé, des épisodes chroniques de carence
énergétique favorisent la fusion mitochondriale pour tenter de préserver lintégrité
mitochondriale et optimiser sa fonction » (Picard and Turnbull, 2013).

Il existe une certaine dichotomie entre la nécessité d’'une fission ponctuelle qui est
bénéfique lors de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Cf partie 1) et la persistance
de la fission en condition de glucotoxicité. Mon hypothése est que la surcharge énergétique
chronique de la glucotoxicité altere ces mécanismes transitoires et détourne la machinerie
cellulaire pour pouvoir éliminer les mitochondries altérées par mitophagie. Le blocage de la
dynamique mitochondriale de fusion/fission joue donc un réle central dans |’altération de la
fonctionnalité mitochondriale et donc dans la sécrétion d’insuline dans la cellule

pancréatique. La dynamique mitochondriale exerce ainsi un contréle important sur la
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bioénergétique cellulaire et donc influence I'activité mitochondriale ayant un réle clé dans la
sécrétion d’insuline. Les mécanismes de fissions transitoires au cours du GSIS pourraient par
exemple permettre la redistribution de I’ATP en périphérie de la cellule a proximité des

canaux potassiques ATP dépendants (Figure 18).

Les AGEs sont également capables d’induire une fission mitochondriale associée a
une dysfonction des cellules B pancréatiques et une activation de I'autophagie (Lo et al.,
2015). D’autre part, une étude récente implique I'augmentation des espéces réactives a
I'oxygene dans l'induction de la fission mitochondriale par un mécanisme dépendant de
I’augmentation du Zinc dans la mitochondrie. Celle-ci aurait lieu suite a I'activation des
canaux mitochondriaux TRPM2 (Transient Receptor Potential cation channel subfamily M,
member 2) et aurait pour conséquences un recrutement de Drpl et a terme conduirait a
I'apoptose de la cellule (F. Li et al., 2017). D’autres acteurs originaux tels que la
chromogranine A ou la kératine semblent réguler aussi la dynamique mitochondriale

(Silvander et al., 2017; Wollam et al., 2017) mais restent peu étudiés.
3.2.2) Dysfonction mitochondriale-Glucotoxicité/Lipotoxicité-Diabéte de type 2

La dysfonction mitochondriale est elle aussi une des caractéristiques du diabéete de
type 2 dans les ilots. En effet, les ilots de patients diabétiques de type 2 présentent en plus
d’une altération de la sécrétion d’insuline, une réduction du ratio ATP/ADP et une
hyperpolarisation de la membrane mitochondriale. Ces modifications s’"accompagnent aussi
d’une augmentation d’expression d’'UCP2 et du complexe | et V de la chaine respiratoire. Ces
données suggerent la présence d’une altération fonctionnelle de la chaine respiratoire
mitochondriale. De la méme maniere la glucotoxicité et la lipotoxicité ont toutes deux étés
associées a l'altération de la respiration mitochondriale (Cassel et al., 2016; Madec et al.,
2013). Celle-ci pourrait s’accompagner d’un découplage de la chaine respiratoire comme le
suggere I'augmentation de I'expression d’UCP2, bien que le réle découplant d’"UCP2 soit a ce
jour débattu et ses propriétées anti-oxydantes sont de plus en plus décrites (N. Li et al.,
2017). De plus des études rapportent une augmentation de I'expression d’UCP2 dans les
modeles HFD (High Fat Diet) ou dans les flots traités aux AG libres (Barlow et al., 2014; Chan
et al., 2001). Cependant I'implication d’UCP2 dans I'effet du palmitate reste encore lui aussi

controversé... (Hirschberg Jensen and Affourtit, 2015; Pi et al., 2009). Récemment une
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nouvelle propriété d’UCP2 a été découverte, sa capacité a transporter des métabolites
(Vozza et al., 2014). Ainsi I'export de métabolites du cycle de Krebs pourrait contribuer a la
dysfonction mitochondriale et confirmer les effets délétéres d’"UCP2. Dans ce méme ordre
d’idée, la glucotoxicité est associée a |'augmentation de I'expression de différents
transporteurs de métabolites a la mitochondrie, ce qui pourrait perturber le cycle TCA
(Tricarboxylic Acid) et justifier la dysfonction mitochondriale (Brun and Maechler, 2016). Le
palmitate a aussi la capacité de réduire I'expression de génes impliqués dans la production

d’ATP, comme la citrate synthase ou I’ATP synthase (Brun and Maechler, 2016).

Ces effets déléteres peuvent se justifier aussi par la capacité des flots a accumuler des
guantités excessives de glycogene lors d’hyperglycémie, un facteur qui favorise I'apoptose
des cellules B (Brereton et al., 2016). L’acétylation apparait comme un régulateur de la
fonction mitochondriale. La surcharge nutritionnelle a récemment été associée a
I'accumulation d’intermédiaires mitochondriaux tels que I'acetyl-CoA, a lorigine de
I’acétylation des protéines (Pougovkina et al., 2014). Dernierement une étude a montré que
la lipotoxicité augmente I'acétylation de différentes protéines dans la cellule B, celles-ci
pourraient ainsi participer a I'apoptose induite par le palmitate (Ciregia et al., 2017). Adam
et ses collaborateurs rapportent aussi que les ilots de diabétiques de type 2 accumulent du
fumarate. Cet intermédiaire du cycle TCA permet la succination des protéines, cette
modification post-traductionnelle est associée a une perte de la fonction protéique qui

pourrait expliquer la dysfonction mitochondriale (Adam et al., 2017).
3.2.3) Stress Oxydant : ROS

-Origine/devenir des ROS

Les ROS ou espéces réactives a I'oxygene sont des especes intermédiaires produites
lorsque la réduction de I'oxygene est incompléte. Elles sont générées au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale, du RE, du péroxisome ou encore a partir de certaines voies
métaboliques (Figure 19) (Lenzen, 2017). Il existe plusieurs types de ROS, Elles sont
présentes sous forme de radicaux libres comme O, (Anions Superoxide), HO (Radicaux
hydroxyl) ou non radicalaire comme H,0, (Peroxide d’hydrogéne) (Circu and Aw, 2010). Lors
de la respiration mitochondriale, 1-2% de I'O, finit converti en 027, majoritairement au sein

du complexe | et Ill de la chaine respiratoire (Turrens, 2003), mais il existe de multiples
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sources de ROS dans la mitochondrie autres que la chaine respiratoire comme le cycle de
Krebs par exemple (Andreyev et al.,, 2015). Le statut rédox de la cellule est défini par
I’équilibre entre la quantité de ROS et la quantité/activité des enzymes antioxydantes
cellulaires. Par exemple, une production excessive chronique de ROS par la cellule va
entrainer un stress oxydatif si les enzymes antioxydantes n’arrivent pas a réduire leurs
guantités. Les conséquences d’un tel stress peuvent étre multiples, comme la peroxydation
lipidique, I'oxydation des protéines ou encore les dommages oxydants a 'ADN (Lenzen,
2017). La propagation des ROS dans les différents compartiments cellulaires est facilitée par
la capacité de certaines ROS, comme I'H,0; a diffuser a travers les membranes. L'H,0, passe
ainsi les membranes par diffusion facilitée via les aquaporines présentes sur la membrane
plasmique ou celles des organites, comme le RE ou la mitochondrie. D’autres ROS sont
restreintes au compartiment d’origine, comme 02" et OH'. Les ROS n’agissent cependant pas
toujours comme des « toxines », elles peuvent agir comme des molécules de signalisation

selon leurs concentrations, comme H,0,; (Pi et al., 2007).

La source majeure d’02" et par conséquent indirectement de I'H,0, dans le cytosol
est la NOX (NADPH oxidase). La NOX catalyse I'oxydation de NADPH en présence d’O,, celle-
ci génere la formation d’027, qui va ensuite étre réduit en H,0,. Les cellules B pancréatiques
expriment les isoformes NOX1/4 et NOX2. Il n’est pas a exclure que chaque isoforme génére
des sortes différentes de ROS. Les NOX sont attachées a la membrane plasmique ou a des

membranes d’organites (Newsholme et al., 2009).

Le réticulum endoplasmique est également le siege de la production de ROS. Le
repliement oxydatif des protéines dans le RE, permet la formation des ponts disulfures (S-S)
sur les cystéines de certaines protéines, comme par exemple la pro-insuline dans la cellule
(nécessite 3 ponts S-S). Au sein du RE, 'O, est utilisé par 'enzyme ERola (ER oxydoreductase
la), elle catalyse l'oxydation de PDI (Protein Disulfide Isomerase) qui va permettre
I'isomérisation des ponts S-S et conformer ainsi correctement les protéines (Benham et al.,
2013). L'O, utilisé par ERO1a forme néanmoins de I’'H,0,, qui est la source principale de ROS

dans le RE.

La superoxide dismutase (SOD) peut également intervenir dans la formation de

I’H,0,. La famille de la SOD comprend la MnSOD localisée dans la matrice mitochondriale et
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la Cu/ZnSOD localisée dans I'espace intermembranaire mitochondrial, le cytosol et I'espace
extracellulaire (Miriyala et al.,, 2012). La SOD est retrouvée dans le cytosol et dans la
mitochondrie ou elle réduit '02” en H,0,. Méme si la forme H,0, est moins réactive que
I’'027, I'H,0, reste néanmoins toxique pour les cellules qui n‘ont pas les défenses anti-
oxydantes nécessaires pour s’en débarrasser. On pourrait donc considérer la SOD comme

une enzyme pro-oxydante (Lenzen, 2017).
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Figure 19 : Génération de ROS par les différents compartiments subcellulaires de la cellule
B pancréatique.
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La cellule est équipée de défenses anti-oxydantes, comprenant différentes enzymes
anti-oxydantes, des tampons redox ou encore des chélateurs de ROS. La glutathione (GSH) et
la thioredoxine (Trx) sont les principales protéines impliquées dans le statut redox de la
cellule. La glutathione peroxidase (GPx) permet la réduction notamment de I'H,0, en H,0
aux dépends de la GSH qui est oxydée en GSSG (Glutathione Disulfide), le rapport GSH/GSSG
est ainsi un bon indicateur du statut redox de la cellule. Il existe des pools redox de
GSH/GSSG et de GPx dans différents compartiments cellulaires comme la mitochondrie, le
RE et le cytosol. La glutathione réductase permet le retour de la GSSG en GSH. La Trx est un
partenaire clé de GSH/GSSG, dans ce cadre elle prend part a la régulation du statut redox de
la cellule (Foyer, 2018; Santos et al., 2009). La Trx est cytosolique, mais en réponse a une
stimulation, elle peut aussi étre transloquée au noyau pour réguler des genes du statut
rédox (Hirota et al., 1997). La peroxiredoxine 4 (Prx 4) est une enzyme antioxydante
présente au sein du RE qui, comme la GPx, assure la réduction de I'H,0;, en H,0. Cette
enzyme antioxydante est la seule exprimée dans le RE des cellules B pancréatiques. Sa
surexpression permet une plus grande métabolisation de I'H,0, présent et ainsi d’améliorer

la sécrétion d’insuline (Mehmeti et al., 2014).

-Glucotoxicité/Lipotoxocité et ROS dans la cellule B

La cellule B possede une faible quantité de défenses antioxydantes, de ce fait elle est
trés sensible au stress oxydatif (Lenzen, 2008). De plus, l'insuline est constituée de 3 ponts
disulfures et demande une capacité de repliement plus grande que d’autres protéines
comme le glucagon et la somatostatine qui n‘ont pas de ponts S-S. A l'inverse, les cellules
non-B constituant I'llot pancréatique, sont munies d’'un équipement enzymatique plus
important que la cellule B (Lenzen, 2017). Ces données laissent donc a penser que la cellule
B est plus sensible au stress oxydant associé a la glucotoxicité que les autres cellules

constituant I'flot.

La production de ROS est augmentée en condition de glucotoxicité. Par ailleurs, la
production de ROS est aussi induite par une exposition prolongée au palmitate, ou elle est
associée a un découplage partiel de la chaine respiratoire (Carlsson et al., 1999). Elle peut

étre déclenchée par un stress aigu, par des voies de signalisation de stress spécifiques telles
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gue I"'UPR ou I'hypoxie. Mais aussi par des voies de signalisation de stress non spécifiques
comme l'arrét de la synthése protéique, les changements métaboliques et la dégradation
protéique. En outre, I'ensemble de ces mécanismes peut étre influencé par les ROS elles-
mémes (Lenzen, 2017; Santos et al., 2009). D’autre part, I'induction d’un stress oxydatif par
la glucotoxicité dans la cellule B n’induit pas une augmentation d’expression des différentes
enzymes anti-oxydantes (Tiedge et al., 1997). Plusieurs voies sont modulées par les ROS et
conduisent a 'altération de la fonction B pancréatique comme par exemple I'altération de la
chaine respiratoire mitochondriale (Li et al., 2009), I'altération du potentiel membranaire
mitochondrial et I'apoptose en réponse a la glucotoxicité ou la lipotoxicité. A l'inverse, il a
été montré que I'H,0; peut agir a faible concentration comme une molécule de signalisation.
L'H,0O, dérivant du métabolisme glucidique pourrait ainsi agir comme 'un des signaux
métaboliques nécessaires a la sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Leloup et al.,

2009; Pi et al., 2007).
3.2.4) UPR mitochondrial

Un récent concept a émergé, celui de I'existence d’une réponse UPR mitochondriale
(UPR™). 99% des protéines mitochondriales sont codées par le noyau et sont ensuite
transportées vers la mitochondrie. Une machinerie complexe permet I'influx des précurseurs
protéiques au sein de la mitochondrie ou ils maturent (Wasilewski et al., 2017). Le mauvais
transport ou l'accumulation de ces précurseurs peut générer un stress protéique qui
pourrait étre délétére pour la cellule (Topf et al., 2016). Deux voies régulent ces transports,
la voie UPR™ et la voie UPR®™ (Unfold Protein response activated by mistargeting of
proteins). Brievement, les protéines mal conformées au sein de la mitochondrie sont clivées
par la protéase CLPP (ATP dependent CLP protease proteolytic subunit), ce clivage initie
I'activation de 'UPR™ qui par des mécanismes encore inconnus a ce jour active la
phosphorylation de JNK par l'intermédiaire de MAVS (Mitochondrial AntiViral Signaling
protein) (Callegari and Dennerlein, 2018). Par exemple, des défauts d’assemblage d’OXPHOS
(Oxydative Phosphorylation complexe) provoquent la formation de ROS et la perte du

potentiel de membrane mitochondrial (Benard et al., 2007).
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3.3) Perturbation de ’lhoméostasie calcique

Le calcium est un messager secondaire universel qui joue un role dans de multiples
fonctions comprenant la sécrétion, la différenciation, la croissance, I'apoptose etc... Les
signaux calciques découlant d’un stimulus peuvent varier en localisation, fréquence,
amplitude ou durée. Il existe dans la cellule différentes sources de calcium, la plus grande
étant le RE (0.5-1mM Ca*"), par comparaison au calcium cytosolique (100 nM Ca**), mais on
peut également en trouver dans la mitochondrie (100 nM Ca®"), I'appareil de golgi (100-300
uM Ca®"), les endosomes (2 Y Ca®"), le noyau (100 nM) ou encore dans les vésicules de
sécrétion (100 uM). En outre ces concentrations peuvent radicalement changer en réponse a
différents stimuli (Figure 20) (Suzuki et al., 2016). Ces flux calciques sont régulés par la
présence de différents canaux calciques. Le calcium issu des stocks intracellulaires est
mobilisé par I'intermédiaire des canaux IP3R, RyR dans le RE et sont recaptés a |'aide de Ia
pompe SERCA (Sarcoplasmic reticulum ATPase) dans le réticulum, VDAC dans la
mitochondrie ou encore hsPCA1 (human secretory Pathway Ca®* ATPase 1) dans I'appareil de
golgi. La cellule est aussi capable de faire entrer du calcium depuis I'extérieur via des canaux
calcigues voltage dépendants ou indépendants. La mobilisation des pools calciques
intracellulaires peut se faire soit par l'intermédiaire de I'IlP3 comme par exemple lors de
I'activation de GPCR, ce qui va activer I'ouverture des canaux IP3R, soit par la réaction CiCR
(Calcium Induce Calcium Release). Le CiCR est un signal d’amplification de la charge calcique
intracellulaire. Il est initié par une entrée massive de calcium dans la cellule (via les canaux
calciques voltages dépendants de type L par exemple). Cette entrée massive de calcium
active les canaux RyR ou IP3R et induisent une cascade en chaine d’activations des canaux

calciques a proximité (Berridge et al., 2000).
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Figure 20 : Concentrations calciques des compartiments subcellulaires. En condition basale
(Rest, a gauche) et stimulée (Stimulated, a droite) (Suzuki et al., 2016).

Les signaux calciques sont importants dans l'activation de différentes voies de
signalisation mais aussi dans l'induction de I'apoptose, comme décrit précédemment une
surcharge calcique mitochondriale provoque la formation du PTP, qui favorise la sortie du

cytochrome C, qui a son tour active les caspases et provoque I'apoptose.
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3.3.1) IP3R

L'IP3R (Inositol 4,4,5-triphosphate receptor) est un canal calcique qui contrdle
beaucoup de processus cellulaires, de par son réle dans le controle des stocks calciques
réticulaires. L'IP3R est un canal tétramérique formé de 4 sous-unités encastrées dans la
membrane du RE et dans I'enveloppe nucléaire. Il existe 3 isoformes : IP3R1, IP3R2, IP3R3,
qui partagent une forte homologie structurelle mais ont différentes fonctions et expressions
selon les tissus (Berridge, 2016). Il existe un tres grand nombre de modulateurs de I'activité
du récepteur a I'lP3, les 2 principaux activateurs/modulateurs sont I'lP3 et le calcium. La
fixation de I'IP3 sur son récepteur induit un changement de conformation qui permet
I'ouverture du canal. L'effet du calcium peut étre double, a faible quantité il permet son
ouverture, a trop forte quantité par contre il a un réle inhibiteur (Foskett et al., 2007). Le
statut redox de la cellule joue aussi un réle dans la sensibilité de I'lP3R, les ROS produites par
les enzymes du RE ou de la mitochondrie favorisent le relargage du calcium en réponse a la

production d’IP3 (Bansaghi et al., 2014).

Tres peu d’études se sont intéressées a |'expression et au rble des différents
isoformes dans la cellule B pancréatique. Leur expression semble différente selon I'espéce
pour un méme tissu. Par exemple dans des ilots de rat, I'isoforme IP3R3 semble la plus
exprimée en comparaison aux isoformes IP3R1/2. Alors que dans les flots de souris c’est
I'isoforme IP3R1 qui semble la plus exprimée (Lee et al., 1999; Lee and Laychock, 2001). Leur
expression chez I’homme n’a cependant pas été vérifiée. Il est a noter que la culture d’flots
de rat pendant 4 jours avec 11mM (2g/L) de glucose augmente I'expression d’IP3R2, diminue
I’expression d’IP3R3 sans moduler I'expression d’IP3R1 (Lee and Laychock, 2000). Certaines
études supposent la présence d’IP3R a la surface des vésicules de sécrétion, mais ces
résultats sont trés controversés et pourraient n’étre que des artéfacts liés a une aspécificité

des anticorps (Vermassen et al., 2004).

L'IP3R est capable également de relarguer de maniére transitoire du calcium, il
génere ainsi des oscillations calciques (Berridge, 2007). Il semblerait que les oscillations

calciques soient concomitantes avec des oscillation des niveaux d’IP3 (Politi et al., 2006).
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3.3.2) Oscillations calciques dans l'ilot de Langherans

Dans le cytosol, le RE et la mitochondrie de la cellule B, il existe en permanence des
oscillations calciques (Voir partie 1) (Hraha et al., 2014; Rutter et al., 2006). Ces oscillations
peuvent étre de I'ordre de la seconde ou de la minute (Henquin, 2009). La structure en flots
joue un roéle important dans la régulation du calcium cytosolique. En effet, les cellules
dispersées présentent plus d’augmentation spontanée du calcium cytosolique que les
cellules en Tlots et une sécrétion d’insuline en réponse au glucose moindre (Jaques et al.,

2008).

L’étude de I'organisation tridimensionnelle de I'llot de Langerhans, a fait émerger la
présence de sous-catégories de cellules B pancréatiques. Des cellules B spécialisées
existeraient en tant que cellules « pacemakers » qui correspondraient a 1-10% des cellules B
au sein de Illot (Benninger et al.,, 2014). Ces cellules sont transcriptionnellement
« immatures » mais métaboliquement trés actives. Ces cellules « pacemakers » sont requises
pour la sécrétion d’insuline en réponse au glucose et elles coordonnent la sécrétion
d’insuline dans les cellules dites « followers » par l'intermédiaire d’oscillations calciques
cytosoliques. La glucotoxicité altere le nombre de ces cellules pacemakers ou « hubs » et
ainsi le réseau oscillatoire (Johnston et al., 2016) (Figure 21). La lipotoxicité a aussi la faculté
de réduire la connectivité entre les cellules B (Hodson et al.,, 2013). Il reste néanmoins
difficile de déterminer les mécanismes précis impliqués dans les échanges entre les cellules
pacemakers et followers. Les jonctions gap entre les cellules sont pour I'instant les candidats
de choix pouvant expliquer la formation de ce réseau (Benninger et al., 2014, 2008; Hraha et

al., 2014).

Dans lI'ensemble, ces données démontrent le rbéle important du RE et de la
mitochondrie dans la dysfonction B pancréatique lors du développement du diabéete de type
2. De plus ces organites ne sont pas indépendants dans la cellule et forment des contacts

structurels et fonctionnels.
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Figure 21 : Représentation schématique de I’'arrangement des cellules B au sein de I'ilot de
Langherans. Cette représentation montre en rouge les cellules dites « pacemakers » (1-10%
des cellules B) présentant un fort métabolisme, mais une faible capacité sécrétoire et en
bleu ou gris les cellules B dites « followers » a forte capacités sécrétoires. Les cellules
« pacemakers » par le biais de leurs oscillations calciques cytsoliques communiquent avec les
cellules « followers » et synchronisent la sécrétion d’insuline. Cette synchronisation est

perturbée en réponse a des signaux pro-inflammatoire ou de glucolipotoxicité (Johnston et
al., 2016).
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Partie 3 : MAMs : Mitochondria-Associated ER Membranes

La notion de contacts inter-organites est apparue dans les années 1970 et ils sont
maintenant nommés MCS (Membrane Contact Sites). A ce jour, de nombreux MCS ont été
découverts, le réticulum endoplasmique est I'un des acteurs majeurs au centre de ces
contacts de par son occupation de plus de 50% du cytoplasme. Les MCS majeurs sont les
contacts RE-mitochondrie, RE-membrane plasmique, RE-Appareil de golgi, RE-Lysosome, RE-
Gouttelette lipidique, RE-Endosome, Mitochondrie-Peroxisome, Lysosome-Gouttelette
lipidique, Peroxisome-Gouttelette lipidique et Lysosome-Endosome. Ces zones de contacts

sont le siege d’échanges ioniques et lipidiques entre les organites (Tagaya, 2017).

1) Découverte des MAMs

La premiere étude prouvant I'existence des contacts entre le RE et la mitochondrie
est celle de Bernhard en 1952 dans le foie (Bernhard et al., 1952). Liée a I'évolution des
outils d’'imagerie, cette observation a été confirmée par d’autres (Mannella et al., 1998;
Meier et al., 1981; Perkins et al., 1997), jusqu’au développement de protocole d’isolation de
ces contacts RE-mitochondrie (Vance, 1990), qui sont classiquement appelés maintenant

« Mitochondria-Associated ER Membranes » ou MAMs.

2) Ultrastructure des MAMs

Les contacts entre le RE et la mitochondrie se définissent comme la proximité entre
ces deux organites comprise entre 0-50 nm (Figure 22A-B). llIs résultent d’une apposition
membranaire entre ces 2 organites, mais ne sont en aucun cas une fusion (Csordas et al.,
2006). Ces contacts se font sur environ 20% de la surface mitochondriale, néanmoins la
fréquence et la proximité de ces contacts dépendent des conditions cellulaires et du type
cellulaire (Bravo et al., 2011). Dans la levure, on comptabilise environ 100 points de contacts
(<30 nm)/cellule (Achleitner et al., 1999). Ces points de contact peuvent se former aussi bien
avec le RER que le SER (Giacomello and Pellegrini, 2016). Les distances les plus fréquemment
retrouvées sont celles comprises entre 10-15 nm et 25-30 nm. On peut quantifier les MAMs
de différentes maniéres, selon la surface de la mitochondrie, selon le nombre de
mitochondries ayant des points de contact, ou la distance et la longueur de ces contacts, ce

qui complexifie I’analyse de ces points de contact. L'unité de base généralement choisie est
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la mitochondrie, on exprime donc généralement les points de contact en pourcentage de
surface des mitochondries du fait de la facilité a délimiter les mitochondries en comparaison
au RE dont le réseau en microscopie électronique (ME) est plus difficile a appréhender. De
plus, une mitochondrie peut avoir plusieurs points de contact et un méme tubule du RE peut
étre associé a plusieurs mitochondries, ce qui rend I’'analyse encore plus complexe. D’autres
techniques existent néanmoins pour appréhender ces points de contact (ci-dessous). Ces
interactions RE-mitochondrie sont des interactions dynamiques qui évoluent par exemple
selon le statut métabolique ou encore I'état de stress de la cellule. Mais également ce sont

des interactions fonctionnelles qui permettent a la fois des échanges calciques et lipidiques.
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Figure 22 : Ultrastructure des MAMs. « A, Image de microscopie électronique montrant les
contacts entre le RE (Réticulum Endoplasmique) et la mitochondrie (M) (U1060, CarMeN). B,
Reconstruction tridimensionnelle a partir de tomographie par microscopie électronique
révélant les contacts entre le RE et la mitochondrie (Aa et Ab), la mitochondrie apparait en
violet et le RE en vert dans une cellule de Levure. En Aa et Ab on peut voir la constriction de
la mitochondrie par le RE. Cette zone de contact, signalée en rouge, représente la zone ou
les membranes sont apposées dans une gamme de distance de 30 nm. » (Rowland and
Voeltz, 2012).
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3) Structure/Fonctions des MAMs

Le maintien des contacts entre le RE et la mitochondrie est assuré par la présence de
nombreuses protéines présentes a la surface du RE ou de la membrane externe des
mitochondries (Figure 23). Certaines de ces protéines permettent la stabilisation des
contacts entre les 2 organites (tethers), mais beaucoup ont des fonctions multiples. Ainsi les
MAMs sont le siege d’échanges calciques, de biosynthése lipidique, d’une plateforme de
signalisation métabolique, d’autophagie mais permettent également la régulation de la

dynamique mitochondriale et du stress des organites.
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Figure 23 : Représentation schématique des complexes protéiques aux MAMs, ainsi que
les principales fonctions régulées par les MAMs.
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3.1) Biosynthese lipidique

3.1.1) Les MAMIs, une zone d’échange et de biosynthése des lipides

Les MAMs ont une structure proche de celle des radeaux lipidiques (Annunziata et
al., 2018) et I'une de leurs caractéristiques est leur enrichissement en enzymes associées a la
biosynthése lipidique. Ces enzymes sont similaires a celles trouvées dans le réticulum
endoplasmique, elles sont liées a la synthése de phospholipides, de triacylglycérol, de
cholestéryl-esters et du cholestérol (Rusifiol et al., 1994). En effet, I'activité des enzymes de
la biosynthése lipidique est dépendante de la proximité entre le RE et la mitochondrie. Ces
enzymes se retrouvent a la fois dans la membrane du RE mais aussi dans 'OMM
mitochondriale (Voelker, 1989). Ainsi, la formation de la phosphatidylcholine (PC) a partir de
I'acide phosphatidique nécessite une cascade de réactions ayant lieu aussi bien dans le RE
gue dans la mitochondrie. Tout d’abord, le PA (Phosphatidic acid) est converti en
phosphatidylsérine (PS) par la PS synthase (PSS) au sein du RE, sa conversion en
phosphatidylethanolamine (PE) est dépendante d’enzymes mitochondriales (PS
Decarboxylase, PSD), la PS doit passer dans 'OMM puis dans I'IMM pour qu’elle soit
convertie en PE (Ardail et al., 1991), la PE retourne enfin au RE pour sa conversion en PC
(Figure 24). De par la présence de la PC dans 'OMM, on peut suspecter des mécanismes
impliqués dans le transport de celle-ci du RE jusqu’a la mitochondrie apres sa biosynthese
(Stone and Vance, 2000; van Meer et al., 2008; Voelker, 2000). La synthése mitochondriale
de PE est indispensable a la fonction mitochondriale et a plus large échelle a la survie
cellulaire (Tasseva et al., 2013). En outre, les PE et PC ainsi produites sont exportées ensuite
aux autres organites (Membrane plasmique, RE, ...). L'invalidation de la PSD est a |'origine de
dysfonction mitochondriale et de mortalité de I'embryon chez la souris (Steenbergen et al.,
2005; Tasseva et al., 2013). Il est intéressant de noter que cette dysfonction mitochondriale
est associée a une fission des mitochondries. Enfin, le transport lipidique entre 'OMM et
I'IMM est permis par la présence du complexe MICOS (Mitochondrial Contact sites and
cristae Organizing System) et le complexe Ups2-mdm35 (Mitochondrial distribution and

morphology protein 5 ; Ups2 : Universal proteomics standard-2) (Aaltonen et al., 2016).
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Figure 24 : Biosynthése lipidiqgue aux MAMs. La biosynthese lipidique dans les MAMs
génere la phosphatidylcholine (PC) a partir de I'acide phosphatidique (PA), elle requiert une
série d’étapes entre le RE et la mitochondrie. Les enzymes qui convertissent le PA en
phosphatidylsérine (PS) sont les enzymes PSS1/2 (PS Synthase 1/2) présentes dans le
réticulum, alors que la PSD (PS Décarboxylase) essentielle a la conversion du PS en
phosphatidylethanolamine (PE) est située dans la mitochondrie (Rowland and Voeltz, 2012).

3.1.2) Les complexes impliqués dans les échanges lipidiques RE-mitochondries

-Le complexe ERMES (Levure)

Les mécanismes exacts et les acteurs impliqués dans le transport des lipides entre les
2 organites restent encore peu clairs a ce jour. Néanmoins, la découverte du complexe
ERMES (ER-Mitochondria Encounter Structure) a permis de comprendre un peu mieux les
mécanismes sous-jacents des échanges lipidiques aux MAMs chez Saccharomyces cerevisiae
(Kornmann and Walter, 2010). ERMES a été découvert via le screening de différents mutants
protéiques. C'est un complexe multiprotéique composé de Mdm34 (Mitochondrial
distribution and morphology protein 34) et de Mdm10 (Mitochondrial distribution and
morphology protein 10) encastrés dans I'OMM qui font face aux protéines Mmm12
(Maintenance of mitochondrial morphology protein 12) cytosolique et Mmm1 (Maintenance
of mitochondrial morphology protein 1) réticulaire. Ce complexe forme un pont entre le RE
et la mitochondrie et stabilise leur interaction (Figure 25). ERMES est impliqué a la fois dans
les échanges lipidiques, la dynamique mitochondriale et la mitophagie (Lang et al., 2015). Les
protéines formant le complexe ERMES portent des domaines SMP (Synaptotagmin-like

mitochondrial-lipid binding protein) qui leur conferent une forte affinité pour les lipides et
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pourrait entrer en jeu dans les échanges lipidiques inter-organites (Lang et al., 2015) ; de
plus les protéines contenant des domaines SMP sont enrichies dans les MAMs (Kopec et al.,
2010; Toulmay and Prinz, 2012). La génération de mutants au sein des membres du
complexe ERMES induit des défauts dans la biosynthése lipidique (diminution du ratio
PS/PC) (Kornmann et al., 2009), ce qui confirme I'implication d’ERMES, bien que ces résultats
soient controversés depuis (Nguyen et al., 2012). Une étude intéressante montre également
que la surexpression de Mcp1/2 (Mdm10 Complementing Protein 1/2) dans des cellules
déficientes en mdm10 restaure les niveaux mitochondriaux de phospholipides (Tan et al.,
2013). Les mécanismes qui régulent la formation d’ERMES restent flous, récemment une
étude montre que ce complexe peut étre régulé par la GTPase Arfl (ADP-ribosylation factor
1) de maniere [ROS]-dépendante (Zhang et al., 2018). D’autre part, les transports du PS ou
PE entre la mitochondrie et le RE dépendent également de la composition en groupements
acyls de ceux-ci (Kainu et al., 2013). Enfin la déplétion d’ATP provogque une accumulation de
PS dans la fraction MAMs, suggérant un réle de I’ATP dans les transferts de la PS vers la

mitochondrie (Shiao et al., 1995).

Figure 25 : Modele possible d’organisation des domaines SMP du complexe ERMES pour
permettre les échanges lipidiques entre le RE et la mitochondrie. Ce modeéle pourrait
expliquer pourquoi l'utilisation de linker artificiel pourrait restaurer les échanges lipidiques
perdus dans les modeles Mdm12 et mdm34 KO, de par la redondance des domaines SMP de
Mdm12 et Mdm34 (Lang et al., 2015).
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-Le complexe EMC (Levure)

Le complexe EMC (ER Membrane protein Complex) pourrait lui aussi étre impliqué
dans des échanges lipidiques dans la levure. La génération de mutants pour EMC engendre
une diminution des contacts RE-mitochondrie suggérant un réle stabilisateur des MAMs,
mais ces souches présentent également une diminution du transfert de la PS du RE a la
mitochondrie (Lahiri et al., 2014). Ce complexe est formé de 6 protéines Emc1-6 et 'EMC
interagit avec une protéine mitochondriale situé sur 'OMM : TOM-5 (Translocase of the
Outer Membrane 5). Cette interaction est nécessaire au transfert de la PS entre le RE et la
mitochondrie. A noter que le complexe EMC semble également jouer un role dans la
réponse au stress du RE (Jonikas et al., 2009) ce qui pourrait aider a mieux appréhender
I'importance de ces contacts RE-mitochondrie dans des conditions de stress prolongés

comme la glucotoxicité.

-Les échanges lipidiques chez les mammiferes

Dans les modeéles animaux, aucun homologue des complexes EMC et ERMES n’a été
identifié a ce jour. Néanmoins, de nombreuses enzymes impliquées dans la synthese des
phospholipides ont été identifiées au niveau des MAMs chez les mammiferes, comme la
PSS1/2, la PSD et la PEMT. De plus, on ne peut pas exclure la présence de transporteurs

solubles assurant la navette entre le RE et la mitochondrie au niveau des MAMs.
3.2) Les échanges calciques
-Le calcium, une porte vers la fonctionnalité ou I'apoptose

Le réticulum endoplasmique est la source majeure du calcium dans la cellule, son
relargage a lieu au niveau des contacts entre le RE et la mitochondrie par I'intermédiaire de
canaux calciques comme IP3R (Inositol 3-Phosphate Receptor) c6té RE et de VDAC1 (Voltage
Dependent Anion-selective Channel 1) sur 'OMM (Rizzuto et al., 1998). Ces transferts
calciques permettent physiologiqguement de réguler la fonction mitochondriale mais peuvent
également étre pro-apoptotiques. Ces contacts RE-mitochondrie sont définis comme des
micro-domaines, sieges d’influx calciques vers la mitochondrie. La proximité entre IP3R et
VDAC1 est permise par la présence de la protéine chaperonne Grp75 (Glucose Related

Protein 75) qui s’associe a la fois a VDAC1 et IP3R (Figure 26). Le complexe VDAC-IP3R-Grp75
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assure le passage du calcium jusqu’a I'espace inter-membranaire, le passage vers la matrice
mitochondriale est moins aisé, car il dépendant de MCU, celui-ci doit faire face au canal

VDAC1 pour que le transfert soit effectué (Rizzuto et al., 2012).
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Figure 26 : Schéma du complexe IP3R-VDAC-Grp75 permettant le transfert de calcium
depuis le RE vers la mitochondrie. Le MCU assure le passage de I'espace inter-membranaire
a la matrice mitochondriale.

Le relargage du calcium réticulaire vers la mitochondrie peut avoir différentes

fonctions :

(1) Activer la signalisation calcique au sein de la mitochondrie
(2) Activer la fission mitochondriale

(3) Induire de 'apoptose

(1) Comme décrit dans la partie 1, 'accumulation du calcium dans la mitochondrie
permet d’activer la fonction de certaines enzymes mitochondriales et favorise la
phosphorylation oxydative et donc la production d’ATP (Satrustegui et al., 2007).
Notamment principalement via |'activation de trois déshydrogénase du cycle de Krebs, la

PDH (Pyruvate Déshydrogénase), 'ODGH et I'ICDH. Les faibles quantités de calcium du
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cytosol ne peuvent pas permettre une augmentation de calcium aussi grande que celle issue
du transfert direct entre les 2 organites. Ainsi la présence de ces micro-domaines en contact
avec le RE est essentielle pour induire des processus calcium-dépendants. En conditions
physiologiques, les contacts RE-mitochondrie favorisent ces transferts calciques vers la
mitochondrie et coordonnent la production d’ATP, mais des contacts trop proches ou trop
prolongés sensibilisent la mitochondrie a la surcharge calcique et a terme a I'apoptose par

ouverture du pore de perméabilisation PTP (Csordas et al., 2006).
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Figure 27 : Role des chaperonnes du RE aux MAMs. Cette localisation peut intervenir dans
des conditions d’homéostasies (gauche) ou dans des situations de stress (droite), résultant a
gauche dans des échanges calciques et a droite dans un transfert unidirectionnel de
calcium. Ces protéines régulent les échanges calciques en intervenant avec les différents
canaux en charge des échanges calciques ou en déterminant la concentration de calcium
dans le RE. Ici, ces protéines déterminent soit la production d’ATP (gauche), soit la
perméabilisation de la membrane mitochondriale et le relargage du cytochrome C lié a
I’'apoptose (Gutiérrez and Simmen, 2018).
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Bien que la logique voudrait que les chaperonnes soient retrouvées uniguement a
proximité du translocon pour assurer le repliement des protéines en formation dans le RE,
celle-ci sont dispersées tout le long du RE. Beaucoup de ces protéines chaperonnes assurent
néanmoins beaucoup de fonctions différentes mis a part le repliement et la prise en charge
des protéines mal conformées. Il n’est donc pas surprenant de les retrouver aux MAMs
(Figure 27) (Gutiérrez and Simmen, 2018). Ces nombreuses chaperonnes sont capables
notamment de réguler les flux calciques soit directement en régulant I’activité du canal IP3R,

soit indirectement en contrdlant la disponibilité ou la quantité de calcium au sein du RE.

La calnexine est I'une de ces chaperonnes, quand elle est palmitoylée, elle interagit
avec la pompe de recapture calcique SERCA2b et favorise la recapture du calcium et donc
préserve I'équilibre des stocks calciques réticulaires en limitant les transferts. A l'inverse,
lors du stress du RE, la calnexine devient moins palmitoylée et sa fonction passe de la
régulation calcique a la fonction de chaperonne. De plus, lors d’un stress du RE, elle est
moins présente aux MAMs, alors qu’en condition basale la calnexine y est enrichie (Lynes et
al., 2013). La localisation de la calnexine au sein de microdomaines spécifiques dans le RE
pourrait se faire notamment par l'intermédiaire d’un « tether » aux MAMs comme PACS-2
(Thomas et al., 2017). Cette localisation aux MAMs est possible par la présence d’'un
domaine transmembranaire en plus du domaine cytosolique dans sa structure, lui
permettant ainsi d’étre membranaire. En outre, I’état de palmitoylation de la calnexine peut

conditionner son interaction avec le translocon.

Grp78 joue un role important également dans le controle des flux calciques RE-
mitochondrie, en effet Grp78 est capable de lier le calcium mais aussi le canal IP3R
(Lievremont et al., 1997). Sa liaison avec le canal IP3R permet de réguler son assemblage
sous forme de tétrameére et donc de réguler positivement son activité. Cette interaction est
rompue sous l'influence du stress du RE, car Grp78 prend en charge les protéines mal
conformées (Higo et al., 2010). Cependant, d’autres études montrent que Grp78 diminue
I'activité du canal IP3R, les effets de Grp78 pourraient cependant étre tissu-spécifiques
(Ouyang et al., 2011; Suyama et al., 2011). La capacité de Grp78 a lier le calcium pourrait
étre importante dans les phases précoces de développement du stress du RE. En effet, le
stress du RE s’accompagne généralement d’'une augmentation de I'expression de Grp78 et

d’un transfert calcique plus important entre les 2 organites. Grp78 pourrait ainsi promouvoir
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une plus grande disponibilité de calcium pour le transfert. De plus, Grp78 régule les stocks
calcigues de par son interaction avec le translocon en empéchant les fuites calciques

(Schéuble et al., 2012).

SiglR (Sigma 1 receptor) est une protéine chaperonne qui forme un complexe avec
Grp78/BiP aux MAMs. La déplétion calcique du RE (provoquée par un stress du RE) induit sa
dissociation avec Grp78 et entraine un transfert calcique prolongé vers la mitochondrie par
I'intermédiaire du canal IP3R (Hayashi and Su, 2007). La génération d’une forme tronquée de
SiglR, incapable d’interagir avec IP3R a mis en avant le réle crucial de SiglR dans la
régulation positive des flux calciques entre le RE et la mitochondrie et la production d’ATP.
La forme tronquée de SiglR a l'inverse diminue la production d’ATP et favorise I'apoptose

(Shioda et al., 2012).
D’autres protéines moins décrites ont aussi un réle dans le contréle des flux calciques :

Les chaperonnes ERp44 (Endoplasmic reticulum protein 44) et Erola (Endoplasmic
reticulum oxidoreductine 1) régulent également I'activité du canal IP3R1 et contrélent les
flux calciques entre le RE et la mitochondrie (Anelli et al., 2012; Higo et al., 2005). ERp44 est
un régulateur négatif de I'activité du canal IP3R et d’autre part sa surexpression réduit
I'apoptose (Higo et al., 2005). A L'inverse Erola est un régulateur positif de I'activité de
I'IP3R en favorisant son oxydation. Ainsi il favorise les transferts calciques durant le stress du
RE, favorisant ainsi I'apoptose. Ces 2 chaperonnes sont retrouvées aux MAMs et entrent de

ce fait en jeu dans la régulation des transferts calciques.

La calréticuline permet, avec la calnexine, la prise en charge des protéines non
totalement repliées dans le réticulum (Wang et al., 2012). Par I'intermédiaire de SERCA elle
peut également jouer un rdle dans les flux calciques. De par sa faculté a lier le calcium, sa
surexpression augmente les stocks calciques réticulaires et diminue les flux calciques vers la

mitochondrie ainsi que les contacts entre le RE et la mitochondrie (Arnaudeau et al., 2002).

La PML (Promyelocytic Leukemia) est une protéine membranaire du RE impliquée
dans la supression tumorale. Elle a récemment été retrouvée aux MAMs (Giorgi et al., 2010).
PML interagit physiquement avec IP3R3 pour moduler son état de phosphorylation. Les

modeles de cellules PML-/- provoquent I'hyperphosphorylation d’IP3R3. PML favoriserait la
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déphosphorylation de I'IP3R3 par le recrutement de la protéine phosphatase PP2A (Protéine
Phosphatase 2A). A l'inverse, I'hyperphosphorylation de I'IP3R par la forme active d’Akt
(Phospho-AKt) bloque les transferts calciques (Szado et al., 2008). PML permettrait ainsi la
formation d’un complexe multiprotéique Akt/PML/PP2A qui contrdle l'activité du canal

IP3R3.

(2) Les évenements précis qui entrent en jeu dans la fission mitochondriale restent
peu clairs, cependant 2 études récentes montrent que la constriction de I'lMM a lieu par des
mécanismes calcium-dépendants au niveau des MAMs (Chakrabarti et al., 2018; Cho et al.,
2017). Cette notion a été pour la premiere fois décrite brievement par Hom et ses
collaborateurs (Hom et al., 2007), ou ils montrent le réle important du calcium dans la fission
mitochondriale induite par la thapsigargine, un inhibiteur des pompes SERCA inducteur de
stress du RE. Cho et ses collaborateurs définissent le réle important des MAMs dans la
constriction de I'lMM qui précéde le recrutement de Drpl (nécessaire a la constriction de
I’'OMM). La constriction de I'lMM s’effectue au niveau des zones de contact entre le RE et |a
mitochondrie. Les flux intra-mitochondriaux de calcium générés par ces contacts
potentialisent ainsi la constriction de I'IMM, en provoquant I'entrée de K* dans la matrice
mitochondriale, la dépolarisation de I'lMM, I'activation d’'OMA1 (Overlapping with the M-
AAA protease 1 homolog) qui assure le clivage d’OPAl1 en S-OPAl et neutralise
I’'attachement de I’'OMM a I'lMM par la rupture du complexe MICOS (Figure 28). De plus, ce
phénomene est aboli par la perte du MCU, qui induit une élongation des mitochondries. Ce
modele pourrait de plus étre dépendant de la polymérisation des filaments d’actine par IFN2
(Inverted formin 2), protéine du RE (Chakrabarti et al., 2018). IFN2 favorise la formation des
contacts entre le RE et la mitochondrie et le transfert de calcium vers la mitochondrie. Ainsi,
le modeéle KO IFN2 abolit la formation de ces contacts et les transferts calciques (Chakrabarti
et al., 2018). Mais le rble précis de la polymérisation des filaments d’actine dans la fission

mitochondriale reste a éclaircir.
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Figure 28 : Modeéle schématique montrant le role des transferts calciques au niveau des
MAMs dans la fission mitochondriale (Cho et al., 2017).

(3) Le réle de I'accumulation prolongée du calcium dans I'apoptose a été décrit dans
la partie 1. Brievement, I'accumulation de calcium dans la mitochondrie favorise I'ouverture
du PTP et le relargage du cytochrome C qui active les voies pro-apoptotiques. De nombreux
modeles existent pour expliquer la voie de relargage du cytochrome C par la mitochondrie.
L'un d’eux propose que les protéines VDAC, ANT (Adenine-Nucleotide Translocator), HK2
(Hexokinase 2) et CypD (Cyclophilin D) constituent le PTP. Lorsque VDAC (dans 'OMM) fait
face a ANT (IMM), ils forment le PTP et permettent la sortie du cytochrome C et I'induction
de I'apoptose (Kumarswamy and Chandna, 2009) (Figure 29). D’autres modéles proposent la
rupture de 'OMM, mais cette question reste encore débattue. Dans notre équipe, nous
avons pu montrer la présence de la CypD dans les fractions MAMs, ainsi que son role dans le
controle des interactions et des échanges de calcium entre le RE et la mitochondrie dans le
coeur(Paillard et al.,, 2013) et dans le foie (Rieusset et al.,, 2016; Tubbs et al., 2014).

Cependant son role précis dans cette régulation reste a étre élucidé.
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Figure 29 : Composition du pore PTP en position ouverte ou fermée (Kumarswamy and
Chandna, 2009).

3.3) Dynamique mitochondriale
3.3.1) Réle des MAMs dans la dynamique mitochondriale

Il existe un lien tres étroit entre la dynamique mitochondriale et la dynamique
réticulaire. La fission mitochondriale est dépendante de nombreuses protéines telles que
Drp1, Mff ou Fis1 (cf Partie 1). Peu de choses sont néanmoins connues quant aux sites exacts
de fission sur la mitochondrie. Celle-ci a lieu a un endroit ou les tubules du RE s’enroulent
autour de la mitochondrie et applique une constriction persistante tout le long de la fission
mitochondriale (Figure 30A). Le recrutement du RE a la mitochondrie au site de la fission a
lieu indépendamment du recrutement de Drpl et de Mff (Friedman et al., 2011), mais les
mécanismes sous-jacents au rapprochement du RE qui précédent le recrutement de ces 2
protéines restent vagues. Il est important de noter que le diametre de la mitochondrie est
réduit au niveau de la zone de contact avec le RE. Secondairement, la zone de contact entre

le RE et la mitochondrie est également le siege du recrutement de Drpl. Drpl semble
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néanmoins jouer un réle dans le maintien structural de la mitochondrie et du RE, comme
démontré par la génération de mutants de Drpl ou les mitochondries ont un aspect gonflé

ou tubulaire et une proximité plus forte avec le noyau (Pitts et al., 1999) (Figure 30B).
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Figure 30 : Role des MAMs dans la fission mitochondriale. « A, Modele de régulation de la
fission par les contacts RE-mitochondrie. La mitochondrie et le RE sont tous les 2 reliés aux
microtubules par des facteurs associés a la kinésine 1. La constriction mitochondriale médiée
par Drpl prend place au niveau des zones de contact entre le RE et la mitochondrie. Une
hypothése est que les contacts RE-mitochondries pourraient induire une préconstriction
avant le recrutement de Drpl. La fission est induite par Drpl et son cofacteur MFF »
(Rowland and Voeltz, 2012). B, Analyse spatiale du profil du RE et de la mitochondrie dans
des cellules contréles vs des cellules exprimant une forme mutée de DLP1 (GFP-DLP1-K38A),
B1, profil du RE (bleu) et des mitochondries (rouge) des cellules contréles. B2, réduction de
la quantité de RE, les mitochondries apparaissent gonflées ou tubulaires avec une proximité
plus forte avec le noyau dans les cellules mutées » (Pitts et al., 1999).
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En outre, ces 2 organites restent également liés quand ils bougent le long des
microtubules. Les déplacements du RE sont plus fréquents que ceux de la mitochondrie et il
semblerait que le RE « trouve » la mitochondrie pour former les MAMs et non l'inverse. De
plus, le RE se déplace le long des microtubules préférentiellement au niveau des

microtubules acétylés (Friedman et al., 2011).
3.3.2) Les protéines aux MAMs intervenant dans la dynamique mitochondriale

-Le réle controversé de la Mfn2 : Linker ou spacer ?

De nombreux candidats pourraient étre choisis parmi les protéines composant les
MAMs. Mon attention s’est portée sur la Mfn2, de par son implication connue dans la
régulation des mécanismes de fusion/fission. Elle est localisée a la fois sur le RE et sur la
mitochondrie. Plusieurs études montrent que la Mfn2 par oligomérisation homologue
(Mfn2-Mfn2) ou hétérologue (Mfn2-Mfnl) forme des ponts entre le RE et la mitochondrie
(Figure 31A) et donc son invalidation déstabilise les interactions RE-mitochondrie (de Brito
and Scorrano, 2008; Naon et al., 2016). D’autres études montrent que la sous-expression ou
le KO de Mfn2 induit une augmentation des contacts RE-mitochondries associée a une
induction des transferts calciques vers la mitochondrie (Filadi et al., 2015; Wang et al., 2015)
(Figure 31B). Ces résultats contradictoires révelent la complexité du role de Mfn2 dans la
formation des contacts entre la mitochondrie et le RE et le débat reste ouvert (Filadi et al.,
2017a). D’autre part, de nombreuses protéines régulent ou sont régulées par Mfn2, telles
que Drpl, MITOL (Mitochondrial E3 ubiquitin-protein ligase MARCH 5), OPAl ou Gp78
(Glycoprotein 78) (Huang et al., 2011; Sood et al., 2014; Sugiura et al., 2013; Wang et al.,
2015), ce qui pourrait entrer en jeu dans des régulations différentielles de Mfn2. De plus,
Mfn2 est un acteur connu dans la régulation de la dynamique mitochondriale, mais il joue
également un role dans le contréle du stress des organites et la formation de
I’autophagosome (Filadi et al., 2018b). Il n’est pas a exclure que la sous-expression de Mfn2
pourrait engendrer des mécanismes compensatoires de surexpression protéique ou de
relocalisation protéique aux MAMSs qui expliquerait ces résultats contradictoires. Enfin, la
redondance fonctionnelle partielle entre les 2 isoformes Mfn1/Mfn2 pourrait justifier cette
hypothése. Récemment, une explication potentielle a cette controverse a été proposée

suggérant que la Mfn2 pourrait étre impliquée dans différents contacts entre le RE et la
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mitochondrie, des contacts étroits et des contacts plus larges aux roles différents (Cieri et al.,

2018).

Tethering subunits
(sequestered)

Assembled
) Tethering complex
. (unknown)

I'-‘.Ili-t-ét‘:ﬁon&r-iar; " Mitochondrion

cytosol

. HR1
B HR2

Fis1/Mff “closed” “open”
Fission Fusion
Fusion Fission

Figure 31 : La Mfn2, un tether ou un spacer. A, « Schéma du réle classique de Mfn2 comme
modulateur positif des interactions mitochondrie-RE. Dans ce modeéle, la Mfn2 du RE forme
des ponts avec la Mfn1/2 mitochondriale. B, Schéma représentant la Mfn2 comme un
modulateur négatif des contacts RE-mitochondries. Dans ce modele, la Mfn2 pourrait
interagir avec des « séquestreurs » encore inconnus, empéchant les contacts entre les 2
« séquestreurs » mitochondriaux et réticulaires (Filadi et al., 2018b). C, Modeéle de la
fonction de DLP1 dans la régulation de la fusion ou la fission mitochondriale. L'interaction
entre les domaines HR1/HR2 de la Mfn2 dans une conformation « fermée » empéche les
interactions Mfn2/Mfn2 essentielles a la fusion mitochondriale. DLP1 pourrait déplacer des
domaines et générer une forme « ouverte » de la Mfn2 qui permettrait son oligomérisation
et rendrait DLP1 inaccessible pour Fis1 » (Huang et al., 2011).
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Les travaux de Huang P. et ses collaborateurs, décrivent une nouvelle fonction de
Mfn2 dans la régulation de la dynamique mitochondriale. lls ont découvert que 2 régions de
la Mfn2, HR1 et HR2 (Heptad-Repeat Regions) pourraient interagir, cette modification de la
conformation de la Mfn2 favoriserait son interaction avec Drpl entrainant ainsi son
recrutement et I'induction de la fission mitochondriale (Huang et al., 2011) (Figure 31C). Une
fois la fission initiée, le RE reste attaché a la mitochondrie fissionnée peut-étre pour assurer
des échanges fonctionnels lipidiques ou calciques ou pour conduire la mitochondrie vers

I'autophagie.

-Réle de MITOL

MITOL (Mitochondrial E3 Ubiquitin-protein ligase/March5) est une ubiquitine ligase
mitochondriale qui contrdle la dynamique mitochondriale par I'intermédiaire de Drpl, mais
elle est impliquée dans le contréle qualité de la mitochondrie ainsi que dans la protection
contre le stress oxydatif (Nagashima et al., 2014). MITOL est localisée aux MAMs et peut
interagir avec Mfn1/2 avec laquelle elle semble réguler la formation des MAMs via Mfn2
(Figure 32). L'invalidation de MITOL provoque la délocalisation de la Mfn2 et diminue les
contacts RE-mitochondries. MITOL régule I'oligomérisation de Mfn2 par polyubiquitination,
de plus celle-ci a lieu sans dégradation au protéasome de Mfn2. Il est intéressant de noter
qgue MITOL interagit seulement avec la Mfn2 mitochondriale mais pas avec celle du RE

(Sugiura et al., 2013).
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Figure 32 : Modele par lequel MITOL pourrait controler les interactions entre le RE et la
mitochondrie. MITOL ubiquitine la Mfn2 mitochondriale, ce qui I'active. Cette forme active
de Mfn2 va ensuite fixer la forme Mfn2 présente sur la membrane du RE, provoquant
I'oligomérisation de la Mfn2 et donc I'interaction entre le RE et la mitochondrie (Nagashima
et al., 2014)

-Autres protéines aux MAMs réqulant la dynamique mitochondriale

D’autres protéines telles que la syntaxine 17 interviennent dans la régulation de la
fission mitochondriale MAMs-dépendante. Elle se trouve aux MAMs c6té RE sur des
structures « type radeau lipidique ». Elle promeut la fission mitochondriale par le contréle de
la localisation et I'activité de Drpl. De maniere intéressante, elle est elle-méme régulée par
I’état nutritionnel de la cellule (Arasaki et al., 2015). En condition de jeun, la syntaxine 17 se
dissocie de Drp1l et elle est redistribuée toujours aux MAMs mais pour faciliter la formation

des autophagosomes via le recrutement d’ATG14L (Autophagie related gene 14).

Bap31 (B-cell receptor associated protein 31) est une protéine présente dans la
membrane externe du RE, dont la fonction serait d’étre un cargo pour les protéines

transmembranaires. L'interaction entre Bap31 (RE) et Fisl (Mitochondrial) forme une
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plateforme pour le recrutement de la procaspase-8 durant les phases précoces de
I'apoptose. Cette plateforme ainsi formée favoriserait les transferts calciques vers la
mitochondrie, induisant ainsi la fission mitochondriale puis a terme I'apoptose de la cellule

(lwasawa et al., 2011; Wang et al., 2011).

PACS2 (Phosphofurin Acid Cluster Sorting protein 2) est une protéine retrouvée a la
fois dans le RE et la mitochondrie. Les transcrits de PACS-2 sont plus exprimés dans le
cerveau, le pancréas, les testicules, le coeur et plus abondamment dans les muscles
squelettiques. PACS-2 contréle les contacts RE-mitochondries de par son role de « tether ».
En effet, le KO de PACS-2 réduit les échanges calciques et l'initiation de I'apoptose mais
également induit la fragmentation mitochondriale (Simmen et al., 2005). D’autre part, la
délétion de PACS-2 induit I'activation des voies UPR. Ce qui souléve un role central de cette

protéine dans le controle du destin cellulaire.

Dans la levure, le défaut d’expression des membres du complexe ERMES induit lui
aussi la fission mitochondriale comme le suggéraient leurs noms Mdm (Mitochondrial
distribution and morphology protein) et Mmm (Maintenance of mitochondrial) (Sogo and

Yaffe, 1994). Cependant, déterminer le réle direct ou indirect de ces protéines reste difficile.
3.4) Stress RE et MAMs

L'induction pharmacologique du stress du RE par la tunicamycine ou la thapsigargine
augmente les contacts entre le RE et la mitochondrie, cependant les mécanismes sous-
jacents a cette augmentation restent encore mal compris (Arruda et al., 2014; Bravo et al.,
2011). La réponse adaptative UPR est un facteur clé du stress du RE, elle découle d’une
accumulation de protéines mal conformées qui induit I'activation de différentes voies
adaptatives telles que la voie PERK-ATF4. La sous-expression de PERK diminue les contacts
RE-mitochondrie, diminution restaurée par la réexpression de PERK dans les cellules PERK -/-
. Ces résultats montrent I'importance de PERK dans la formation des contacts entre le RE et
la mitochondrie lors du stress du RE. PERK a plusieurs fonctions, elle contribue a I'induction
de l'apoptose par le maintien de I'expression du facteur pro-apoptotique CHOP mais
également en facilitant le transfert de calcium vers la mitochondrie, de plus elle favorise la

propagation des ROS entre le RE et la mitochondrie (Verfaillie et al., 2012).
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De la méme maniére, les modéle murins ou in vitro de |'ablation de Mfn2 générent
I'apparition du stress du RE via l'activation de PERK, XBP1 et ATF6 (Ngoh et al.,, 2012;
Sebastian et al., 2012). D’autre part celle-ci s’accompagne d’une dilatation du RE. Mfn2
interagit structurellement avec PERK et semble réguler la dynamique mitochondriale,
d’autre part la Mfn2 régule ainsi négativement I'activité de PERK (Mufioz et al., 2013). La
Mfn2 quant a elle est régulée par Gp78, cette ubiquitine ligase est un composant du systeme
ERAD. Elle dégrade la Mfn2 et favorise les interactions RE-mitochondries, mais les
mécanismes sous-jacents restent encore complexes. En outre, il existe un lien de causalité

fort et réciproque entre le stress du RE et les MAMs qui nécessiterait de plus amples études.

Parkin est connu comme un facteur cytoprotecteur dont I'expression est augmentée
en condition de stress, telle que le stress du RE (Bouman et al., 2011). Sa surexpression est
associée a une augmentation des contacts entre le RE et la mitochondrie en favorisant le
transfert calcique entre les 2 organites ainsi que la production d’ATP (Cali et al., 2013). Ces
données soulignent la dichotomie de I'impact des contacts RE-mitochondries sur la fonction
ou la dysfonction mitochondriale. Ces mécanismes pourraient permettre lors des phases
précoces du stress du RE de maintenir la fonctionnalité cellulaire avant d’entrer dans une

phase pro-apoptotique (Bravo et al., 2011).

En outre, il nest pas a exclure qu’il existe une régulation biphasique des MAMs lors

du stress du RE qui dépend de l'intensité du stress et de la durée de celui-ci.
3.5) Autophagie/Mitophagie et MAMs

L'autophagie est un processus qui permet la dégradation et le recyclage de
composants cellulaires. Un prolongement membranaire se forme autour du composé
cellulaire a dégrader et forme un autophagosome, celui-ci va ensuite fusionner avec le
lysosome pour former l'autolysosome et dégrader ainsi une fraction cytosolique ou un
organite entier. Une étude montre que |'autophagosome se forme au site des contacts RE-
mitochondrie. Apres restriction alimentaire, les marqueurs ATG5 (Autophagie related gene
5) et ATG14 se localisent au MAMs. La présence au RE de la syntaxine 17 permet aussi le
recrutement d’ATG14 au niveau des MAMs (Hamasaki et al., 2013). La sous-expression de
protéines de MAMs tel que PACS2 ou Mfn2 réduit le nombre d’autophagosomes, ce qui

renforce I'implication des MAMs dans I'autophagie (Naon and Scorrano, 2014).
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3.6) Lien distance des contacts/fonctions

Les avancées techniques actuelles nous permettent maintenant de déterminer avec
précision la proximité exacte entre le RE et la mitochondrie au sein méme des MAMs, faisant
émerger de nouvelles interrogations : Existe-il différents types de MAMs ? La proximité a-t-
elle une importance dans la composition protéique et fonctionnelle des contacts RE-
mitochondrie ? Cette revue récente propose I'hypothése élégante que chaque distance de
MAMs pourrait étre associée a des fonctionnalités différentes : reliant les distances entre 0-
10 nm aux échanges lipidiques, celles aux alentours de 20 nm aux échanges calciques et
celles proches de 30 nm a la fission mitochondriale, catégorisant ces interactions entre
MAMs-lipides, MAMs-Ca2+, MAMs-fission (Giacomello and Pellegrini, 2016) (Figure 33). Ce
modele a été en partie étudié grace a I'utilisation de linkers de différentes tailles permettant
de créer artificiellement des contacts RE-mitochondrie. Cette étude a montré que des
contacts trop proches, incompatibles avec la taille du canal IP3R, bloquent les transferts
calciques inter-organites, impliquant directement I'importance de la proximité entre le RE et

la mitochondrie (Csordas et al., 2010).

Le type de RE, lisse ou rugueux, pourrait également entrer en jeu dans la
détermination du type de MAMs, comme I’'a montré I'article de Wang P. et al, avec un effet
différentiel de la sous-expression de Gp78 (Glycoprotein 78) sur les contacts RER-
mitochondrie et SER-mitochondrie (Wang et al., 2015). Il n’est cependant pas a exclure qu’il

puisse y avoir un profil de MAMs qui soit spécifique du type cellulaire.
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Figure 33 : Role de la distance entre les 2 organites dans la fonctionnalité des MAMs.
« Modele représentant I'importance de la distance séparant le RE de la mitochondrie dans la
régulation des fonctions des MAMs. Les MAMs sont des structures dynamiques, la distance
entre les 2 organites dépend du statut métabolique de la cellule. Ce modele montre
comment une distance trop grande ou trop proche influe sur I'assemblage des complexes
protéiques qui dirige les échanges calciques ou lipidiques. Une distance entre 20-30 nm dans
ce modele correspondrait a des MAMs fonctionnels. Une distance de 10 nm par contre
pourrait altérer ce processus de par I'encombrement stérique des protéines qui forment le
complexe régulant les transferts calciques entre le RE et la mitochondrie. Cependant, une
telle distance pourrait favoriser les échanges lipidiques. » Issu de (Giacomello and Pellegrini,

2016).

4) Techniques d’étude des MAMs

De par la complexité des contacts RE-mitochondrie, autant structurellement que
fonctionnellement, de nombreuses techniques ont été élaborées pour leur étude (Figure

34), techniques que je décris ci-dessous brievement.
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Figure 34 : Schéma représentant les différentes stratégies d’étude des communications
entre les organites. « L'étude de la proximité des MAMs peut se faire via différentes
techniques, comme la microscopie électronique, la microscopie a fluorescence ou le
proximity ligation assay (PLA). La composition des MAMs peut étre déterminée par
fractionnement cellulaire des mitochondries, du RE et des MAMs. L’analyse fonctionnelle
peut se faire en étudiant les échanges lipidiques ou les transferts calciques. Enfin, il existe
des outils génétiques et pharmacologiques qui permettent de rompre ou de favoriser les
interactions entre le RE et la mitochondrie, permettant d’étudier leur importance dans des
processus physiologiques ou pathologiques » (Lopez-Crisosto et al., 2015).
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4.1) Etude Ultra-structurelle des MAMs
4.1.1) Microscopie Electronique (ME)

La ME utilise un faisceau d’électrons et permet des analyses en haute en résolution a
0.2 nm. Cette technique est tres adaptée a I'étude de la juxtaposition RE-mitochondrie car
elle permet d’accumuler une énorme quantité d’informations : telles que le périmetre et la
surface des mitochondries et du RE, la surface totale d’interaction entre le RE et la
mitochondrie, la distance exacte entre les 2 organites, le nombre de contacts/mitochondrie
ainsi que la nature du RE, a savoir RER ou SER. Il existe différents types de ME, la TEM
(Transmission Electron Microscopy) permet des analyses en 2D, tandis que I'ET (Electron
Tomography), la SEM (Scanning Electron Microscopy), la FIB-SEM (Focused lon Beam SEM) et
la SBF-SEM (Serial Block Face-SEM) permettent des analyses en 3D essentiellement de
surface. Certaines de ces techniques sont déja utilisées pour la quantification des contacts
RE-mitochondrie (Elgass et al., 2015; Miyazono et al., 2018; Ohta et al.,, 2014). L'IEM
(Immunoelectron Microscopy), quant a elle, offre I'avantage de visualiser, grace a des
particules d’or liées a des anticorps secondaires, des complexe ou des protéines aux MAMs
(Filadi et al., 2018a). Chaque type de ME permet des analyses de hautes résolution en 2D ou
en 3D d’échantillons a I’échelle de la cellule, du tissu ou d’échantillons issus du
fractionnement cellulaire. La seule limite réside dans le fait que les échantillons sont fixés, ce

gui ne permet donc pas d’étudier des mécanismes dynamiques.
4.1.2) Co-Immuno-Fluorescence (Co-IF)

Les contacts RE-mitochondrie peuvent également étre étudiés par colocalisation en
marquant les 2 organites d’intérét avec un fluorophore différent. L’analyse des observations
est faite par microscopie confocale ou a fluorescence plus classiqguement et permet de
déterminer le coefficient de colocalisation de Mander’s ou de Pearson’s qui détermine la
superposition en terme d’aires/volumes entre le RE et la mitochondrie (Bolte and
Cordelieres, 2006). Cette technique permet également d’étudier le nombre ou la

morphologie des organites sur cellules vivantes ou fixées.
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4.1.3) Proximity Ligation Assay (PLA)

Le PLA est une technique décrite par Fredriksson et ses collaborateurs en 2002 pour
permettre I'étude des interactions protéiques (Fredriksson et al., 2002). Elle a été optimisée
au sein de notre équipe (par Emilie Tubbs et Jennifer Rieusset) pour visualiser et quantifier
les contacts entre le RE et la mitochondrie sur les cellules ou tissus fixés. C’'est la proximité
entre VDAC1 (Mitochondrie, OMM) et IP3R (RE) au sein des MAMs qui est visualisée. On
utilise tout d’abord des anticorps primaires d’espéce différente qui reconnaissent VDAC1 et
IP3R, ceux-ci vont étre ensuite reconnus par des anticorps secondaires couplés a des sondes
(ADN) dites sondes PLUS (+) et sonde MINUS (-). Ces 2 sondes ont des séquences
complémentaires et la ligation en présence de ligase n’est possible que si la distance entre
ces 2 protéines est inférieure a 40 nm. En présence ensuite d’ADN polymérase, un long
produit d’ADN lié aux sondes PLA se forme qui peut étre visualisé sous forme de points
fluorescents en présence d’oligonucléotides fluorescents ou de points bruns en présence
d’oligonucléotides couplés a la péroxidase. Chaque point représente ensuite une proximité
entre VDAC et IP3R inférieure a 40 nm et donc indirectement la proximité entre la
mitochondrie et le RE. On peut ainsi quantifier sous microscope a fluorescence ou en
lumiere blanche le nombre de points par cellule (Tubbs et al., 2014; Tubbs and Rieusset,
2016). Le kit fluorescent est préférentiellement utilisé sur les cellules en culture alors que le
kit « brightfield » est préférentiellement utilisé sur les coupes de tissus pour ne pas étre
géné par l'autofluorescence des tissus. Néanmoins, cette technique est dépendante du
niveau d’expression ainsi que de la distribution de VDAC1 et IP3R, et de la spécificité des
anticorps utilisés. Cette technique nécessite aussi des cellules ou tissus fixés et n’est pas

applicable a des études dynamiques en temps réel.
4.1.4) FRET

Le FRET ou Fluorescent Resonance Energy Transfer se base sur l'utilisation de 2
fluorophores dont la longueur d’onde d’émission du premier sera égale a la longueur d’onde
d’excitation du second. Ainsi, en marquant par exemple la mitochondrie avec la CFP (Cyan
Fluorescent Protein) considérée comme le donneur et la YFP (Yellow Fluorescent Protein)
comme l'accepteur c6té RE, on peut suivre la proximité entre le RE et la mitochondrie au

niveau des zones de transfert d’énergie. Ce transfert d’énergie n’est permis qu’a des
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proximités aux alentours de 10 nm, cette technique offre plus de sensibilité pour I'étude des
contacts rapprochés RE-mitochondrie, mais permet également des analyses en temps réel
sur cellule vivante (Csordas et al., 2010). Néanmoins, il n’est pas a exclure que I'adressage de
ces fluorophores ancrés au RE et a la mitochondrie, de par leur taille et leur structure,

altérent ou génent la formation des MAMs ou diffusent au sein des organites.

D’autres techniques existent également telles que la ddFP (dimerization dependent
Fluorescent Protein) ou les 2 protéines non fluorescentes le deviennent lors de leur
dimérisation (Alford et al., 2012). Ou encore I'utilisation de split-GFP, ol la GFP (Green
Fluorescent Protein) a été séparée en 2 polypeptides non fluorescents qui fluorescent
lorsqu’ils s’associent (Pinaud and Dahan, 2011). Des versions courtes et longues de split-GFP
(SPLIC-S/L) ont été également générées pour étudier en dynamique les interactions étroites

et plus longues entre le RE et la mitochondrie (Cieri et al., 2018)
4.2) Etude de la composition protéique des MAMs
Extraction/fractionnement des MAMSs

Il est possible d’isoler les MAMs. Pour cela, il faut séparer les différents constituants
cellulaires par gradient de densité au percoll et ultracentrifugation. Cette fraction a été
nommée a l'origine fraction X (Vance, 1990), cette technique est maintenant utilisée en
routine pour isoler les MAMs de tissus ou plus difficilement de cellules (Wieckowski et al.,
2009). On peut ainsi séparer le RE, les mitochondries pures des mitochondries dites « mito
crude » et les MAMs et déterminer des rendements de purification. On peut ensuite par WB
(Western Blot) étudier I'expression et la composition des protéines aux MAMs ainsi isolées.
Cependant ces extractions font débat quant a leurs pureté et nécessitent d’étre optimisées

(Wieckowski et al., 2009).

Il est possible également par co-Immuno précipitation (co-IP), d’étudier les
interactions protéines-protéines par I'utilisation d’anticorps couplés a des billes. L’élution de
la 1% protéine permet de récupérer en méme temps la/les protéine(s) en interaction avec
celle-ci, cette technique peut donc s’utiliser également pour I'étude de l'interaction inter-

organites (Theurey et al., 2016).
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4.3) Etude fonctionnelle des MAMs
4.3.1) Signalisation calcique

Les échanges calciques au sein des MAMs ont un role essentiel dans la fonction ou la
dysfonction mitochondriale. Il est possible d’étudier par I'intermédiaire de sondes calciques
codées par des plasmides, les quantités de calcium intra-organite. De trés nombreuses
sondes existent a ce jour pour quantifier les quantités de calcium dans le RE ou la
mitochondrie. Je ne décris dans cette partie que brievement celles que j'ai utilisée durant

ma these.

Le calcium du RE peut se quantifier par I'intermédiaire du biosenseur erGAP1. Cette
sonde est ratiométrique et basée sur le BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer)
entre I'aequorin et la GFP (Rodriguez-Prados et al., 2015). Elle permet de suivre directement
les quantités de calcium réticulaire dans une cellule vivante. L’utilisation de la Thapsigargine,
qui vidange le RE par inhibition des pompes de recapture SERCA (Sarco-Endoplasmic
Reticulum Ca** ATPase) est un moyen utilisé pour confirmer les résultats avec erGAP1 ou
peut étre utilisée en mesurant a l'inverse le calcium c6té cytosolique avec la sonde

ratiométrique Fura2-AM.

On peut suivre les quantités de calcium dans la mitochondrie par I'intermédiaire de
sondes telles que le 4mtD3CPV, sonde caméléon dont le principe est basé sur le FRET entre
la YFP et la CFP. Cette sonde est adressée dans la mitochondrie et permet un suivi en direct
les quantités de calcium intramitochondrials (Palmer et al., 2006). Elle peut servir également
a suivre les transferts calciques entre le RE et la mitochondrie. En effet, 'utilisation de
molécules qui activent le transfert entre les 2 organites, telles que I'ATP ou I'histamine
(génére de I'lP3 et donc active les canaux IP3R) vont induire un transfert du calcium vers la
mitochondrie ou I'on va pouvoir mesurer son accumulation. L'intensité de cette

augmentation définit 'importance du transfert entre les 2 organites.
4.3.2) Echanges lipidiques

L’étude des lipides se fait essentiellement par radio-marquage et permet de suivre les
qguantités de phospholipides par chromatographie sur couche mince. Il est possible

également de suivre le transfert de lipides par marquage par exemple de la sérine au
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carbone 14 dans les microsomes, que lI'on met en contact artificiellement avec des
mitochondries. Aprés séparation des microsomes et des mitochondries, on évalue la
guantité en c dans la fraction mitochondriale (Ardail et al., 1991). Il est actuellement
possible d’analyser la composition en phospholipides en couplant la CLHP (Chromatographie
en phase liquide a haute performance) a la spectrométrie de masse. Ce couplage assure des
analyses trés sensibles et sélectives de nombreuses molécules dont les phospholipides

(Busardo et al., 2017).
4.4) Modulation des MAMs

La modulation positive ou négative des MAMs peut se faire via la sous- ou sur-
expression des différents acteurs considérés comme pont ou « tether », certaines cibles
privilégiées comme PACS-2, Mfn2 ou encore IP3R ont été tres étudiées dans ce contexte. Il
reste néanmoins difficile de dissocier le role « tether » de ces protéines de leurs fonctions
multiples dans la cellule. C’est pourquoi ces dernieres années beaucoup d’efforts ont été
développés pour mettre en place une modulation des MAMs sans moduler I'expression des
différentes protéines endogénes qui les composent (Csordas et al., 2010; Doghman-

Bouguerra et al., 2016).
4.4.1) Linker

Hajndczky et ses collaborateurs ont développé différents types d’outils pour assurer
la liaison artificielle entre le RE et la mitochondrie (Csordas et al., 2010). Notamment ils ont
généré un « linker » synthétique inductible par la rapamycine. Le linker fonctionne par la
présence d’une séquences d’ancrage c6té mitochondrial (OMM) via mAKAP1 (mitochondrial
A Kinase Anchoring Protein 1) fusionnée a une protéine taguée RFP (Red Fluorescent
Protein) qui forme la premiére partie du linker (Figure 35A), puis une autre séquence ancrée
coté RE via la phosphatase Sacl (Suppressor of actin mutations 1-like) couplée elle aussi a
une protéine taguée CFP. Ces 2 protéines dimérisent en présence de la rapamycine et
forment des contacts artificiels aux zones de contact préexistantes entre la mitochondrie et
le RE, mais ceux-ci restent fonctionnels car ils sont le siege de transferts calciques (Csordas
et al., 2010). L'effet de la rapamycine doit néanmoins rester aigu pour éviter des effets
déléteres sur la fonction cellulaire et ce modele inductible n’est pas nécessairement

compatible dans tous les modeles cellulaires. Ils ont développé également des linkers
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artificiels (Figure 35B) constitutifs, de différentes longueurs, et montré que des contacts trop
proches (5nm) diminueraient les transferts calciques alors qu’un linker plus long (10 nm)
favoriserait ces transferts. Le bon et le mauvais c6té de ces linkers restent néanmoins le coté
synthétique de la liaison RE-mitochondrie, car d’une part on s’affranchit des modeles de
sous-expression et surexpression protéique, mais d’autre part on court-circuite un systéme
multiprotéique trés conservé. Enfin I'induction prolongée des MAMs artificiellement reste a
prendre avec précaution car ces mécanismes sont associés a l'apoptose cellulaire ce qui
pourrait remettre en question la pertinence de I'utilisation des linkers. De plus en figeant ces
intéractions, on empéche les mécanismes dynamiques de contact/rupture des MAMs

dépendant du statut métabolique de la cellule.

A B
Linker inductible
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Figure 35 : Schéma représentant le linker inductible et le linker non inductible. A, Schéma
illustrant le linker inductible a la rapamycine qui force les contacts entre le réticulum
endoplasmique et la mitochondrie (Csordds et al., 2010). B, Le Linker non inductible
nécessite I'utilisation d’une construction « controle » (Ctrl) ancrée dans la membrane de la
mitochondrie et liée a un fluorophore, le RFP. Le linker non inductible permet la liaison entre
le RE et la mitochondrie.

4.4.2) FATE1: Spacer

Récemment, une nouvelle approche pour diminuer les contacts RE-mitochondrie a
émergée avec la découverte de FATEL (Fetal and Adult Testis-Expressed Transcript protein
1). Cette protéine exprimée uniquement dans les testicules est surexprimée dans les
contextes cancéreux. Elle joue un rdle dans les mécanismes de fission mitochondriale
(Gandre-Babbe and van der Bliek, 2008) et a été définie comme un « spacer » (Doghman-

Bouguerra et al., 2016) (Figure 36). Son expression diminue les contacts RE-mitochondrie

111



INTRODUCTION — Partie 3 : MAMSs : Mitochondria-Associated ER Membranes

ainsi que les transferts calciques vers la mitochondrie. FATE1 protége également de
I’'apoptose calcium-dépendante induite par des drogues telles que I’'H,0, ou le traitement au
C,-Ceramide qui génére un stress oxydatif. La présence de FATEl est permise par son
association avec la protéine réticulaire EMD (ER-chaperones and emerin) et la protéine
mitochondriale Mic60/mitofilin. De maniere surprenante, FATE1 est retrouvée dans les
fractions MAMSs, mitochondries « crude » et RE mais pas dans les mitochondries pures, ce
qui pourrait s’expliquer par l'insertion en C terminal de FATE1 dans la membrane du RE
(Doghman-Bouguerra et al., 2016). Ce nouvel outil pourrait s’avérer utile pour la modulation
négative des MAMs et a récemment été utilisé au sein de notre équipe pour valider le role

des MAMs dans les myotubes (Tubbs et al., 2018).

Ouidative stress
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Figure 36 : Image illustrant I’effet de FATE1 sur la distance entre le RE et la mitochondrie.
En présence de FATE1 (droite) au niveau des MAMs, les flux calciques entre les 2 organites
diminuent, conférant a la cellule une résistance a I'apoptose induite par le stress oxydatif ou
par des drogues (Doghman-Bouguerra et al., 2016).

5) Physiopathologie des MAMs

5.1) Pathologies associées aux MAMs

Les MAMs sont aussi impliquées maintenant dans les processus inflammatoires et le
développement de nombreuses pathologies, comme les maladies neurodégénératives, le

cancer.
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5.1.1) Les MAMs dans les processus inflammatoires et les pathologies associées

Les MAMs sont également au cceur des processus inflammatoires. En effet les MAMs
sont une plateforme moléculaire importante pour la formation de I'inflammasome NLRP3
(NOD-like receptor protein 3). L'inflammasome NLRP3 est un complexe multiprotéique
constitué de la forme inactive de NLRP3, de la protéine ASC (apoptosis-associated speck-like
protein containing a caspase activation and recruitment domain) et de la pro-caspase-1. Ce
complexe se forme en réponse a différents signaux comme des motifs microbiens ou des
signaux de dommages cellulaires tels les DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns). A
terme, ce complexe permet la maturation de la pro-caspase 1 inactive en caspase 1 active
qui permet la maturation et la production de cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-1p ou
I'IL-18 par les cellules immunitaires. (Missiroli et al., 2018). En outre, les ROS sont aussi
capables de promouvoir I'activation de lI'inflammasome NLRP3 (Zhou et al.,, 2011). Cette
étude montre aussi que dans les macrophages lorsqu’on active l'inflammasome, sa
localisation passe du RE/cytosol aux MAMs. Ainsi les rapprochements entre le RE et la
mitochondrie favorisent la formation de I'inflammasome NLRP3 et place 'inflammasome
comme «senseur » de la dysfonction mitochondriale. Txnip (Thioredoxin-Interacting
Protein), un partenaire de NLRP3, est également retrouvé aux MAMs en réponse a un stress

oxydant (Saxena et al., 2010).

D’autre part les MAMs peuvent prendre par a la réponse antivirale. MAVS
(Mitochondrial AntiViral Signaling protein) est une protéine localisée a la membrane de la
mitochondrie, elle joue un rdle important dans la réponse immunitaire antivirale. MAVS
permet ainsi I'activation des voies pro-inflammatoires NFkB et la production d’interférons
pour lutter contre l'infection. Différents partenaires de MAVS permettent d’assurer la
réponse anti-virale. On distingue ceux associés aux virus ADN, par exemple l'interaction avec
le partenaire réticulaire STING (Stimulator of Interferon genes), de ceux associés avec des
virus a ARN, par exemple linteraction avec RIG-I (Retinoic acid-Inducible Gene-l). Ainsi
I’association de STING et/ou RIG-I avec MAVS permet d’activer la réponse anti-virale. Cette
liaison a notamment lieu au sein des MAMs (Ishikawa and Barber, 2008). En outre, MAVS
interagit également avec Gp78 et peut réguler la réponse antivirale. Les MAMs sont aussi la
cible de la réponse immunitaire contre de nombreux virus comme le HIV, le virus de la

Dengue ou encore le cytomégalovirus (Missiroli et al., 2018).
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Enfin de nombreuses pathologies sont maintenant associées a des processus
inflammatoires, comme le diabete, les maladies cardiovasculaires ou encore les pathologies
neurodégénératives. Dans ce contexte les MAMs pourraient étre une plateforme de mise en

place de I'inflammation présente dans ces différentes pathologies.
5.1.2) Les MAMis et les pathologies neurodégénératives

Les maladies neurodégénératives sont considérées comme des « maladies des
organites », il n’est donc pas surprenant que les MAMs jouent un roOle dans le
développement de ces pathologies. Il a été rapporté notamment que la maladie d’Alzheimer
et la maladie de Parkinson sont associées a une dysfonction des MAMs (Area-Gomez et al.,

2009; Cali et al., 2012).

La maladie de Parkinson est une pathologie neurodégénérative associée a la perte
des neurones dopaminergique basés dans la substantia nigra du cerveau. L'aggrégation de
I’a-synucléine joue particulierement un réle important dans la dégénération neuronale
associée a la maladie de Parkinson (Liu and Zhu, 2017). Son implication précise dans la
dégénération neuronale reste cependant peu claire a ce jour. L'a-synucléine a récemment
été retrouvée aux MAMs ou elle contréle les transferts calciques vers la mitochondrie en
régulant positivement les interactions entre le RE et la mitochondrie (Cali et al., 2012). La
mutation de la protéine Parkin est aussi associée au développement de la forme juvénile de
la maladie de Parkinson. Parkin est une protéine uprégulée notamment lors du stress du RE.
Elle a récemment été retrouvée aux MAMs et sa surexpression favorise les contacts entre le
RE et la mitochondrie, ainsi que les transferts calciques (Cali et al., 2013). Enfin d’autres
protéines associées au développement de la maladie de Parkinson comme Pink1 et Beclin-1
ont récemment étés retrouvées aux MAMs ou elles favorisent les interactions entre les

organites et I'induction de la mitophagie (Gelmetti et al., 2017).

La maladie d’Alzheimer est la plus commune des pathologies neurodégénératives,
elle est caractérisée par une perte de neurones dans |I"hippocampe et le cortex cérébral.
Cette pathologie se caractérise notamment par I'accumulation de plaques amyloides B dans
les neurones (Schon and Area-Gomez, 2010). Il existe des formes familiales de la maladie
d’Alzheimer associées a différents génes comme ceux de la preseline 1 et 2 (PS1/2). Des

études récentes ont montré que la preseline était enrichie aux MAMs et que la preseline 2
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modulait les échanges calciques entre les 2 organites via la modulation des contacts entre le
RE et la mitochondrie (Area-Gomez et al., 2009; Zampese et al., 2011). De plus, la génération
des plagues amyloide B dans les neurones est correlée a une augmentation de |'expression
des protéines aux MAMs (Tambini et al., 2016). Les mécanismes moléculaires précis qui
entrent en jeu dans l'augmentation de ces contacts et la maladie d’Alzheimer restent

néanmoins a étre élucidés.
5.1.3) Les MAMs et le cancer

De plus en plus d’arguments montrent que les cellules cancéreuses on la capacité de
remodeler "homéostasie calcique pour favoriser la prolifération et la survie des cellules
cancéreuses. En outre les mécanismes empruntés par les proto-oncogenes et les
suppresseurs de tumeurs pour réguler la survie cellulaire sont dépendants de leurs
localisations subcellulaires. Beaucoup de protéines onco-suppressives ont été retrouvées
aux MAMs (Marchi et al., 2014). Dans ce contexte, des membres de la famille de Bcl-2
comme Bok (Bcl-2-related ovarian killer) ont été trouvés aux MAMs. La surexpression de Bok
favorise I'apoptose induite par la formation du pore Bax/Bak (Bcl-2 associated protein X/Bcl
homologous antagonist killer), le relargage du cytochrome c. Les oncogénes comme Bcl-2
favorisent les fuites calciques du RE, empéchant la surcharge calcique dans la mitochondrie,
la protégeant ainsi de I'apoptose (Filadi et al., 2017b). A l'inverse, la protéine p53 est
considérée comme un suppresseur de tumeur de par son activité positive sur la recapture du
calcium dans le RE par les pompes SERCA (Giorgi et al., 2015). Ainsi elle favorise I'apoptose
induite par les transferts calciques entre les 2 organites. Les MAMs sont donc une
plateforme importante pour la régulation de I’'homéostasie calcique et une dérégulation de
cette plateforme peut conduire les cellules tumorales a prendre le chemin de la survie plutét

gue celui de la mort.
5.1) Role des MAMs dans I'insulino-résistance hépatique, musculaire et adipocytaire

Les altérations de la mitochondrie et du RE ont été depuis longtemps associées a
I'insulino-résistance des tissus périphériques et a la dysfonction de la cellule B pancréatique
au cours du développement du diabéte de type 2. Tres récemment, plusieurs études

suggerent que les MAMs sont régulées par I'apport nutritionnel et pourraient entrer en jeu
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dans le développement de l'insulino-résistance notamment hépatique et musculaire (Arruda

et al., 2014; Tubbs et al., 2018, 2014).

Le diabéte de type 2 appartient a la catégorie des maladies métaboliques et il est
caractérisé par une insulino-résistance des tissus périphériques ainsi qu’une altération de la
sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques provoquant, a terme, des
hyperglycémies. Dans les tissus périphériques tels que le foie, le muscle ou le tissu adipeux,
I'action de l'insuline est centrale pour le contréle du catabolisme énergétique. L'insuline en
se liant a son récepteur active une cascade de phosphorylations, menant a la
phosphorylation d’IRS1 ainsi que de la PI3K, et a 'activation de la PKB, permettant ainsi
I'adressage a la membrane plasmique des transporteurs GLUT a la membrane et la capture
du glucose dans les muscles et le tissu adipeux (cf partie 1) (Cheng et al., 2010; Siddle, 2011).
Les mécanismes sous-jacents a 'insulino-résistance restent encore mal compris a ce jour (cf
partie 2) et le r6le des MAMs dans le développement de I'insulino-résistance vient tout juste

d’émerger.
5.2.1) Le foie

Le RE et la mitochondrie sont des senseurs du statut nutritionnel. Au sein de notre
équipe, nous avons pu démontrer que le statut nutritionnel (a jeun/nourri) pouvait impacter
la structure des MAMs. Notamment, le foie issu de souris nourries présente une diminution
des contacts entre le RE et la mitochondrie comparé a des souris a jeun et cette régulation
peut étre reproduite en donnant a boire a des souris a jeun une solution de sucrose (10%)
(Theurey et al., 2016). De la méme maniéere dans la lignée d’hépatocytes HuH7, I’exposition
aigué (4h) a de fortes concentrations de glucose (22,5mM Glc) diminue le nombre de MAMs
et induit une fission mitochondriale. D’autre part la rupture des contacts entre le RE et la
mitochondrie, via un siRNA dirigé contre CypD ou Grp75 (2 protéines aux MAMs), mime les
effets du glucose sur la fonction et la dynamique mitochondriale (Theurey et al., 2016). Ces
résultats démontrent que les MAMs permettent d’adapter la dynamique et la fonction
mitochondriale au statut nutritionnel et plus particulierement aux concentrations de

glucose, faisant des MAMs des senseurs métaboliques dans les hépatocytes.

L'insuline est une hormone clé dans la régulation de la glycémie par les tissus

périphériques, et plusieurs protéines de la voie de signalisation d’insuline ont été
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dernierement identifiées aux MAMs. L’Akt ou PKB découle de I'activation du récepteur a
I'insuline. L’état de phosphorylation d’Akt est essentiel dans le contréle de la signalisation de
I'insuline. La présence d’Akt aux MAMs (Giorgi et al., 2010) semble réguler 'intégrité des
MAMs, en effet les contacts RE-mitochondries sont réduits dans les modeles Akt KO (Betz et
al., 2013). L’état de phosphorylation d’Akt semble également aussi réguler les flux calciques
entre les 2 organites (Szado et al., 2008; Tubbs et al., 2014). D’autre part, Akt interagit avec
de nombreuses protéines, qui peuvent également réguler en retour Akt. La phospho-Akt
peut interagir avec IP3R, dont la phosphorylation diminue les flux calciques (Szado et al.,
2008). PTEN (Phosphatase and Tensin homolog on chromosome 10) et mTORC (mammalian
Target Of Rapamycin Complex 2) sont tous les 2 des régulateurs de I'activité d’Akt et sont
localisés aux MAMs (Betz et al., 2013; Bononi et al., 2013). PTEN déphosphoryle Akt pour
réduire son activité, il favorise ainsi les transferts calciques de RE vers la mitochondrie. D’'une
part, mTORC lui régule positivement I'activité d’Akt, et d’autre part, il régule également la
phosphorylation de protéines des MAMs comme IP3R ou encore PACS2. De plus, nous avons
pu démontrer précédemment dans notre équipe que l'intégrité des MAMs est nécessaire a

la signalisation de I'insuline dans les hépatocytes (Tubbs et al., 2014).

Dans un contexte pathologique comme chez les souris obéses ob/ob ou les souris
nourries avec un régime riche en sucre et en graisse (HFHS, High Fat High Sucrose), notre
équipe a pu montrer dans ces modeles une diminution des contacts entre le RE et la
mitochondrie. Celle-ci s’accompagne d’une insulino-résistance. Ex-vivo, la signalisation
d’insuline peut étre restaurée par la surexpression de la cyclophiline D (Tubbs et al., 2014).
L'altération des contacts RE-mitochondrie in vitro et in vivo via la modulation de protéines
des MAMs (Grp75, Mfn2 ou CypD) induit également une insulino-résistance hépatique
(Rieusset et al., 2016; Theurey et al., 2016). Ces résultats sont cependant controversés,
Arruda et ses collaborateurs (Arruda et al., 2014) montrent a l'inverse que l'insulino-
résistance hépatique des modeéles ob/ob et HFD (High Fat Diet) est associée a une
augmentation des contacts entre le RE et la mitochondrie, liée a une augmentation des
transferts calciques. lls utilisent également un linker pour forcer artificiellement les contacts
entre le RE et la mitochondrie et miment les effets de leurs modéles ob/ob et HFD. Ces
discordances pourraient s’expliquer par différents points. Le fond génétique des souris

utilisées dans ces modeles est différent, de plus I'étude d’Arruda ne précise pas I'état
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nutritionnel des souris ob/ob ou HFD au sacrifice, enfin I'origine du lobe analysé pour

mesurer les contacts RE-mitochondrie pourrait différer.
5.2.2) Le muscle

Le muscle est un autre tissu dit insulinodépendant et donc sensible a I'action de
I'insuline. C'est le site principal site de l'insulino-résistance lors du développement du
diabete de type 2, car il est responsable de 75% de I'utilisation de glucose en réponse a
I'insuline (Cheng et al., 2010; Siddle, 2011). Notre équipe a récemment évalué I'impact de la
rupture des MAMs dans le développement de I'insulino-résistance musculaire. Nous avons
pu démontrer comme dans le foie que l'intégrité des MAMs était essentielle a la mise en
place d’une réponse correcte a l'insuline. D’autre part, les muscles squelettiques de souris
obéses (ob/ob ou HFHS) présentent une rupture des contacts entre le RE et la mitochondrie.
De maniére intéressante, ce résultat a été retrouvé dans les myotubes humains rendus
insulino-résistants par un traitement au palmitate et dans les myotubes de patients obéses
et/ou diabétiques de type 2 comparés a des myotubes de sujets sains. Enfin, diminuer les
contact mitochondrie-RE par la surexpression du spacer FATE1 est suffisant pour induire une
insulino-résistance musculaire in vitro dans les myotubes humains et in vivo dans le muscle
de souris (Tubbs et al., 2018). Ces résultats placent les MAMs comme de potentielles cibles
thérapeutiques originales pour restaurer la sensibilité a I'insuline dans les tissus
périphériques de patients atteints de diabete de type 2, mais nécessitent de plus amples

études pour comprendre les mécanismes moléculaires.
5.1.3) Le tissu adipeux

Le role des MAMs dans la fonction ou la dysfonction du tissu adipeux a sucité peu
d’intérét a ce jour. Seulement, deux études se sont intéressées au role d’'une protéine des
MAMs Cisd2 (CDGSH iron-sulfur cluster-containing protein 2) dans la régulation de
I’'homéostasie calcique et la sensibilité a I'insuline dans ce tissu (Chen et al., 2009; Wang et
al.,, 2014). Cisd2 est une protéine associée au syndrome de Wolfram, une pathologie
génétique neurodégénérative grave associant un diabéte insulinodépendant, une atrophie
optique, une surdité de perception. Cisd2 est située a la fois au niveau du RE et de la
mitochondrie. lls ont pu montrer que Cisd2 interagit avec Gimap5 (GTPase Immuno

associated protein 5) aux MAMs et régule I'entrée de calcium dans la mitochondrie dans
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I’adipocyte. D’autre par le KO de Cisd2 provoque une diminution de la sensibilité a I'insuline
associée a une dysfonction mitochondriale. Des études plus poussées sur le réle des MAMs

dans l'insulino-résistance et I'homéostasie glucidique du tissu adipeux sont nécessaires.
5.3) Role des MAMs dans la cellule B pancréatique

Le role et le phénotype des MAMs dans la cellule B n’ont pas a ma connaissance été
encore explorés, exceptés au sein de notre équipe (équipe 3, CarMeN, U1060). Cette étude a
pu montrer que la lipotoxicité induite par le palmitate diminue les contacts entre le RE et Ia
mitochondrie (PLA, dirigé contre IP3R1-VDAC1) dans un modeéle de cellules B de souris
MING6B1 (Thivolet et al., 2017). Cette diminution est accompagnée d’une augmentation de
I'expression de différents marqueurs du stress du RE, ainsi que d’une diminution de la
sécrétion d’insuline en réponse au glucose. Elle a pu également montrer, sur des coupes de
pancréas de patients atteints de diabete de type 2, une diminution des contacts entre les 2
organites (PLA, dirigé contre IP3R2-VDAC1) spécifiquement dans les cellules B pancréatiques.
Néanmoins, aucune information n’a été apportée quant au rbéle des MAMs dans la
physiologie, la dysfonction B ou le développement du diabete de type 2, ces observations
restent phénotypiques. C’'est dans ce contexte que nous avons eu pour objectif de mieux
comprendre dans la cellule B pancréatique le role de ces contacts en condition physiologique
ou physiopathologique, en réponse a un traitement aigu ou chronique avec des

concentrations élevées de glucose mimant un diabete de type 2.
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Je présente dans une premiére partie ce qui correspond a I'essentiel du travail fourni
durant ma theése, c’est a dire I'étude de I'effet de la glucotoxicité sur la structure/fonction
des MAMs dans la cellule B pancréatique (Partie 1). Je présente ensuite des résultats
originaux que j'ai obtenus sur le méme modeéle, complémentaires de la partie 1 (Parties 2-3).
Enfin, je présente les résultats obtenus en collaboration avec Roméo Cassel, le précédent
étudiant en theése, sur les effets de la lipotoxicité en relation avec la modulation du

translocon dans la cellule B (Partie 4).

Partie 1 : Role des MAMs dans la dysfonction B pancréatique associée a la glucotoxicité
1) Résumé
2) Article n°1:

Differential effect of glucose on ER-mitochondria ca® exchange participates to insulin

secretion of B cells and to glucotoxicity-mediated dysfunction.

Florian Dingreville, Baptiste Panthu, Charles Thivolet, Sylvie Ducreux, Yves Gouriou, Sandra
Pesenti, Marie-Agnes Chauvin, Elisabeth Errazuriz-Cerda, Fabien Van Coppenolle, Jennifer

Rieusset and Anne-Marie Madec.

Soumis a « Diabetes », Octobre 2018

Partie 2 : Etude de I'effet de la glucotoxicité sur les oscillations calciques cytosoliques.

(Données non publiées)

Partie 3 : Etude de la sous-expression de différentes protéines des MAMs : Mfn2, Grp75,

CypD (Données non publiées)
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Partie 4 : Role protecteur de la modulation du translocon dans les effets délétéres de la

lipotoxicité.

1) Résumé

2) Articlen®2 :

Protection of human pancreatic islets from lipotoxicity by modulation of translocon.

Cassel R, Ducreux S, Alam MR, Dingreville F, Berlé C, Burda-Jacob K, Chauvin MA, Chikh
K, Paita L, Al-Mawla R, Crola Da Silva C, Rieusset J, Thivolet C, Van Coppenolle F, Madec AM.

PLoS One. 2016
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Partie 1: Role des MAMs dans la fonction et la dysfonction

B pancréatique associées a la glucotoxicité.

1) Résumé
-Introduction

Les cellules B pancréatiques sont des senseurs du glucose et ajustent la sécrétion
d’insuline a la glycémie. Le RE et la mitochondrie sont 2 acteurs clés impliqués dans la mise
en conformation de l'insuline, ainsi que la production d’ATP en réponse au glucose. De plus,
ces organites controlent la dynamique calcique intracellulaire. Le diabéte de type 2 se
caractérise par une incapacité de la cellule B a produire suffisamment d’insuline en réponse
au glucose a cause d’une perte de fonction et de masse  pancréatique. Un des mécanismes
sous-jacents au développement du diabéete de type 2 est I'exposition chronique a des fortes
concentrations de glucose, appelée glucotoxicité. La glucotoxicité altere la sécrétion
d’insuline et les défauts fonctionnels de la mitochondrie et du RE ont été largement décrits
comme étant impliqués dans cet effet. Ces 2 organites possédent des interactions
structurelles et fonctionnelles appelés MAMs et sont associés a des échanges lipidiques et
calciqgues pour réguler la bioénergétique mitochondriale. Le réle des MAMs dans les
maladies métaboliques émerge ces derniére années, cependant leur réle dans la cellule B n’a

a ce jour jamais été étudié.

-Matériels et méthodes

Nous avons effectué une exposition chronique d’une lignée de cellules B
pancréatiques d’insulinome de rat (INS-1E) ou des ilots humains avec des concentrations
élevées de glucose pour induire une glucotoxicité modérée. Nous avons ensuite évalué les
effets de cette glucotoxicité sur des marqueurs du stress du RE, 'homéostasie calcique, la
respiration mitochondriale ainsi que la sécrétion d’insuline. Nous avons aussi déterminé
I'effet de la glucotoxicité sur I'intégrité structurelle et fonctionnelle des MAMs. Nous avons
analysé la fréquence des MAMs par PLA et MET et microscopie électronique, alors que la
fonctionnalité a été étudiée via des sondes calciques spécifiques du RE et de la mitochondrie

et par stimulation du transfert calcique via I'ATP. La dynamique mitochondriale a été

123



RESULTATS - Partie 1 : Role des MAMs dans la fonction et la dysfonction B pancréatique
associées a la glucotoxicité

analysée via des marquages mitochondriaux au mitotracker et des marquages OXPHOS.
Nous avons aussi modulé les MAMs soit via une stimulation aiglie au glucose, soit par
I'utilisation d’un siRNA GRP5 qui rompt partiellement les contacts entre le RE et la

mitochondrie ou par l'utilisation d’un linker qui artificiellement force ces contacts.
-Résultats

Dans cet article, nous avons montré qu’une stimulation aigue au glucose est capable
d’augmenter les contacts RE-mitochondrie ainsi que le transfert calcique entre les 2
organites. D’autre part, la rupture des contacts via la sous-expression de Grp75 altére la
sécrétion d’insuline, pointant un r6le important du couplage RE-mitochondrie dans la
sécrétion d’insuline. D’autre part, comme attendu, la glucotoxicité induit une altération de
la sécrétion d’insuline associée a une dysfonction mitochondriale et un stress du RE. De
maniere surprenante, la glucotoxicité est associée également a une augmentation des
MAMs ainsi qu’une diminution des quantités de calcium réticulaire. Cette augmentation
n’est cependant pas fonctionnelle car le transfert calcique entre les 2 organites est bloqué,
malgré une accumulation de calcium dans la mitochondrie. D’autre part, la glucotoxicité
induit une fission mitochondriale qui est corrélée a une augmentation de calcium dans les
mitochondries fissionnées. Enfin, l'induction artificielle des MAMs par le linker mime les
effets de la glucotoxicité en altérant la sécrétion d’insuline. De maniere intéressante, les
cellules B arborent un aspect similaire a celui observé en contexte de diabete de type 2 avec

des mitochondries gonflées et un réticulum endoplasmique dilaté.
-Conclusion

En conclusion, nous avons pu démontrer le réle important des MAMs dans la
sécrétion d’insuline et dans la dysfonction B pancréatique liée a la glucotoxicité. Les
mécanismes adaptatifs précis entrant en jeu dans le défaut de transfert calcique restent a
élucider. lls pourraient étre associés a la diminution des stocks calciques liés au stress du RE,

mais pourraient aussi étre imputables au stress oxydant mitochondrial.
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ABSTRACT

Glucotoxicity-induced R cell dysfunction in type 2 diabetes is associated with alterations of
mitochondria and endoplasmic reticulum (ER). Both organelles interact at contact sites, defined as
mitochondria-associated membranes (MAMs), which were recently implicated in the regulation of
glucose homeostasis. The role of MAMs in R cells is still largely unknown and their implication in
glucotoxicity-associated R cell dysfunction remains to be defined. Here, we report that acute glucose
stimulation stimulated ER-mitochondria interactions and calcium (Ca®*) exchange in INS-1E cells,
whereas disruption of MAMs altered glucose-stimulated insulin secretion (GSIS). Conversely, chronic
incubations with high glucose of either INS-1E cells or human pancreatic islets altered GSIS, and
concomitantly reduced ER Ca’' store, increased mitochondrial Ca** and reduced ATP-stimulated ER-
mitochondria Ca®* exchanges, despite an increase of organelle interactions. Furthermore,
glucotoxicity-induced perturbations of Ca®* signalling are associated with ER stress, altered
mitochondrial respiration and mitochondria fragmentation, and these organelle stresses may
participate to increased organelle tethering, as a protective mechanism. Lastly, sustained induction
of ER-mitochondria interactions using a linker induced mitochondrial fission and altered GSIS.
Therefore, dynamic organelle coupling participates to GSIS in B cells and over-time disruption of
organelle Ca®* exchange might be a novel mechanism contributing to glucotoxicity-induced R cell

dysfunction.
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INTRODUCTION

Pancreatic B cells are glucose-sensors adjusting insulin secretion to glycaemia via a triggering
pathways including glucose oxidation by glycolysis and Krebs cycle, an increase in the cytosolic
ATP/ADP ratio, closing ATP-sensitive K channels, membrane depolarization, opening of voltage-
dependent calcium (Ca**) channels, increase in cytosolic Ca’* and exocytosis of insulin (1,2).
Importantly, mitochondria and endoplasmic reticulum (ER) play a crucial role in this process, as
glucose-derived mitochondrial metabolism regulates insulin release by increasing ATP/ADP ratio (3)
and ER controls the synthesis, correct folding and sorting of insulin in response to glucose (4).
Furthermore, both ER and mitochondria control Ca®* dynamics by regulating Ca®* uptake and release

from/into intracellular organelles.

R cell dysfunction is a major feature of type 2 diabetes (T2D), characterized by the incapacity
to product sufficient amounts of insulin to control glycaemia due to a progressive decrease of both B
cell function and mass. Repeated or sustained exposure of 8 cells to supra-physiological glucose
levels, referred as glucotoxicity, contributes to B cell dysfunction during T2D (5). Particularly, chronic
exposure of B cells or pancreatic islets to high glucose (HG) concentrations impairs their glucose-
stimulated insulin secretion (GSIS) and decreases the processing of insulin (6). Interestingly,
mitochondria dysfunction (7) and ER stress (8) as well as perturbations of Ca>* homeostasis (9), have
been largely associated with glucotoxicity-mediated R cell dysfunction, highlighting the crucial role of
these two organelles in T2D-related R cell failure. Particularly, changes in mitochondria structure
(10), decreased mitochondrial respiration (11), reduced mitochondrial ATP production (12) and
altered mitochondria dynamics (13) underlies glucotoxicity-mediated 8 cell dysfunction. In addition,
ER Ca* depletion (9) and activation of the unfolded protein response (UPR) (8) are associated with

glucotoxicity-induced B cell dysfunction.

Interestingly, both organelles interact structurally and functionally at specific contact sites,
called mitochondria-associated membranes (MAMs), in order to exchange phospholipids and Ca**
and to regulate mitochondrial bioenergetics, then impacting several cellular pathways (14). Different
physio-pathological roles of MAMs start to emerge, especially in metabolic diseases. Indeed, MAMs
appear as new hubs of insulin signalling and glucose sensing, playing a key role in the control of
glucose homeostasis (15). We recently demonstrated that MAMs controlled insulin action in both the
liver (16) and skeletal muscle (17), and that organelle miscommunication was associated with insulin
resistance in various mice models of obesity and T2D (16-18). Importantly, we also evidenced a

disruption of organelle interactions in R cells of type 2 diabetic patients and in palmitate-treated
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MING6-B1 cells (19), suggesting a potential implication of MAMs in B cell dysfunction. Nevertheless,

the direct role of MAMs in glucotoxicity-associated R cell dysfunction is unknown.

The aim of the present study was therefore to clarify the role of MAMs in regulating insulin
secretion by B cells and to investigate whether MAM alterations could contribute to the mechanisms
of glucotoxicity-mediated R cell dysfunction. Here we evidence, in both pancreatic 8 cell line and
human pancreatic islets, a differential regulation over time of ER-mitochondria Ca** exchange in
response to HG representing a continuum from a positive response to stimulate insulin secretion to a

deleterious outcome participating to the progressive glucotoxicity-associated 18 cell failure.
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MATERIAL AND METHODS

Culture of INS-1E cells

Rat pancreatic INS-1E R cells were cultured as previously described (20). INS-1E cells were treated
with either 11 mmol/L or 22.5 mmol/L glucose for 30 minutes (mn), 48 hours (h) or 72h. INS-1E cells
were also treated with either 0.5 pg/ml tunicamycin (Sigma) for 24h or with 2 pmol/L oligomycin
(Sigma) for 1h. INS-1E cells were transfected for 72h with a cocktail of 3 Grp75-specific siRNA
(Quiagen, 20 pmol/L) using DharmaFeCT duo (Dharmacon). Cells were transfected for 48h using
DharmaFeCT duo, with 2 pg of mMAKAP1-mRFP-yUBC6 plasmid (Linker) and mAKAP1-mRFP plasmid
(pcDNA Ctrl) (21). RFP fluorescence of plasmids at 558 nm was used to sort cells (FACS aria, BD

Bioscience).

Culture of human pancreatic islets

Human pancreatic islets from 7 non-diabetic donors (Supplementary Table 1) were obtained through
the Geneva European Consortium for islet transplantation (ECIT). Islets were processed and cultured
as previously described (9). Islets were cultured either in 5.5 mmol/L or in 16.5 mmol/L glucose
during 48h. For imaging analysis, islets were mechanically dissociated in order to obtain single cells

and specifically analyse insulin-positive cells.

Glucose-stimulated insulin secretion

Cells were kept at 37°C for 2h in Krebs-Ringer bicarbonate Hepes buffer (KRBH) containing 0.1% BSA
and 5.5 mmol/L glucose for pre-incubation, incubated 1 hour with 5.5 mmol/L glucose and then
further challenged with 22.5 mmol/L glucose for 1h to assess GSIS. Insulin was measured on culture
medium by ELISA (ALPCO) for INS-1E cells or by a highly specific immunoradiometric assay for human

islets (9) and normalized by protein levels. Results are expressed as the fold of insulin secretion.
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Transmission electronic microscopy (TEM)

Cell fixation, post-treatments, and image acquisition, were performed as previously described (9).
Mitochondria and ER were delimitated using Imagel and the fraction of mitochondrial membrane in
contact with ER within a 50nm range was calculated and normalized to mitochondria perimeter, and
expressed as total percent of contact between mitochondria and ER. Another calculation of the total
percent of contact was also made according to different ranges of distance between both organelles,

as previously described (22)

In situ proximity ligation assay (PLA)

ER-Mitochondria interactions were assessed by in situ PLA, as previously described and thoroughly
validated (16,23), by targeting two organelle-surface proteins, VDAC1 and IP3R2 (19). For human
islets, in situ PLA were performed in parallel of insulin immunofluorescence labelling (Dako, 1/500)

and blobs per nucleus were quantified only in labelled R cells.

Organelle specific Ca** content

To quantify either mitochondrial or ER Ca*" content, we used the ratiometric Ca*" probe plasmids
encoding the 4mtD3CPV (24) or erGAP1 (25) biosensors, respectively. 48h or 72h post-transfection,
cells were washed and incubated in Ca**-free KRBH buffer. Measurements were performed using a
wide field Leica DMI6000B microscope equipped with a 40x objective and an Orca-Flash4.0 digital
camera (HAMAMATSU). Cells were treated either with 1 umol/L Na-ATP (Sigma) in order to stimulate
Ca’* transfer from ER to mitochondria or with 1umol/L thapsigargin (TG, Sigma) to release ER Ca**
stock. Fluorescence ratio was analysed with MetaFluor 6.3 (Universal imaging) and normalized by the

fluorescence at the origin (F/F0).

Mitochondrial oxygen consumption

Cells were pelleted and resuspended in 100ul KRBH supplemented with 0.5% BSA and 11 mmol/L
glucose. Oxygen consumption was measured at 37°C using a Clark-type electrode (Strathkelvin
Instruments). Oligomycin (10 ug/mL) was added in order to analyse resting oxygen consumption

linked to non-phosphorylated mitochondrial activities.
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Mitochondrial DNA analysis

The content of mitochondrial DNA (mtDNA) was calculated using real-time PCR by measuring the
threshold cycle ratio of a mitochondrial gene COX1 (rat INS-1E) or COX2 (human islets) versus a

nuclear gene (cyclophilin A), as previously described (26).

Mitochondrial dynamics analysis

Mitochondrial network was analysed as previously described (27), either using MitoTracker (500
nmol/L, 20mn, Invitrogen) for INS-1E cells or by performing immunofluorescence labelling, using
both OXPHOS (Molecular probes™,1/400) and insulin (Dako, 1/500) primary antibodies to specifically
assess R cells. Fluorescent images were analysed using ImageJ, and circularity (4*n*area/perimeter?)
and length of major and minor axis were measured in order to calculate form factor (FF, opposite of

circularity) and aspect ratio (AR, major axis/minor axis).

RT-qPCR

Total RNAs were extracted with the TRI-Reagent Solution (Sigma). Levels of target mRNAs were
measured by reverse transcription (PrimeScripte RT, Takara), followed by real-time PCR using a
Rotor-GeneTM 6000 (Corbett Research). TATA-binding protein (TBP) mRNA was quantified as a

reference gene. The list of primers is given in Supplementary Table 2.

Statistical analysis

All data are presented as mean + SEM. Differences between groups were tested with paired Student
t-test. Mann and Whitney test was applied when values were not normally distributed. Statistical

significance was accepted when p<0.05.
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RESULTS

Dynamic increase of structural and functional ER-mitochondria interactions by high glucose

participate to GSIS in B cells

We investigated the role of MAMs in the acute regulation of GSIS in the rat pancreatic beta
cell line INS-1E. For that, we analysed ER-mitochondria interactions and Ca** exchange after 30
minutes of glucose challenge (22.5mmol/L), known to stimulate GSIS (28). MAM integrity was
analysed using in situ PLA by targeting VDAC1-IP3R2 proximity (19), in INS-1E cells treated with both
11mmol/L (Ctrl) and 22.5mmol/L of glucose (HG). As shown in Figure 1A, a 30mn exposure of INS-1E
cells with HG increased VDAC1-IP3R2 interactions compared to Ctrl cells. We then investigated the
effects of HG on MAM function, by analysing both basal and ATP-stimulated ER-mitochondria Ca**
transfer of INS-1E cells using the mitochondrial selective calcium fluorescent probe 4mtD3cpv (Figure
1B) (24). Figure 1C illustrates representative curves of intra-mitochondrial Ca** following ATP
stimulation, that induces the IP3-mediated mobilization of Ca*" stores (29), in both Ctrl- and HG-
treated INS-1E cells. Quantitative analysis showed that HG significantly increased both basal
mitochondrial Ca** content (Figure 1C-D) and ATP-stimulated mitochondrial Ca®* accumulation
(Figure 1C and 1E). Altogether, these data suggest that insulin secretion upon HG stimulation may

require dynamic ER-mitochondria Ca*" exchange.

To validate this assumption, we explored whether the reduction of ER-mitochondria
interactions, by silencing Grp75 as previously performed (16,17), can alter GSIS in INS-1E cells. We
validated that silencing of Grp75 using specific siRNA reduced GRP75 protein expression (Figure 1F)
and disrupted ER-mitochondria interactions, as illustrated by the reduction of VDAC1-IP3R2
interactions by in situ PLA (Figure 1G). Importantly, Grp75-mediated disruption of MAMs significantly
altered GSIS in INS-1E cells (Figure 1H), pointing that organelle coupling is a new component

regulating GSIS in 3 cells.

Glucotoxicity increases ER-mitochondria interactions, but dampens organelle Ca** exchange in B

cells

Next, we investigated the effects of chronic HG concentrations (glucotoxicity) on ER-
mitochondria interactions and Ca** transfer both in INS-1E cells and human pancreatic islets, after

48h and/or 72h incubation times. We first validated that exposure of INS-1E cells to HG significantly
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reduced GSIS, compared to Ctrl cells, after both 48h (Figure 2A) and 72h (Supplementary Figure 1A)
of treatment. As shown in Figure 2B, a 48h HG treatment significantly increased ER-mitochondria
contacts, as illustrated by the upregulation of VDAC1-IP3R2 interactions. This result was confirmed
by TEM analysis, as we observed a significant increase of the percentage of ER adjacent to
mitochondria in a 50nm range in 48h HG-treated INS-1E cells (Figure 2C-D). Specifically, only the 10-
20 and 20-30 nm ranges of distance between both organelles were significantly increased by HG
(Figure 2E), whereas the number of mitochondria per field was not modified (Figure 2F). Similar
effects were observed after longer HG treatment, using both in situ PLA (Supplementary Figure 1B)
and TEM (Supplementary Figure 1C-F). Importantly, we confirmed in human pancreatic islets, a more
physiological model, that glucotoxicity-mediated B cell dysfunction (Figure 2G) is also associated with
increased ER-mitochondria interactions, measured by both in situ PLA (Figure 2H) and TEM (Figure 2I-
K) in insulin-positive cells. Once again, only the smallest range of contacts between both organelles
were significantly increased by HG in human islets (Figure 2K), without modification of mitochondria
amount (Figure 2L). Therefore, glucotoxicity-mediated [ cell dysfunction is associated with an

increase of ER-mitochondria contact sites.

We then investigated in INS-1E cells the effects of glucotoxicity on ER-mitochondria Ca®*
exchange. Figure 3A and 3D illustrate representative curves of intra-mitochondrial Ca** following ATP
stimulation in both Ctrl and HG-treated INS-1E cells after 48h and 72h of treatment, respectively.
Quantitative analysis showed that HG significantly increased basal mitochondrial Ca** content in INS-
1E cells only after 72h (Figure 3E), whereas the effect was not significant after 48h (Figure 3B).
Importantly, ATP-stimulated Ca®* mitochondrial accumulation was significantly and drastically
reduced under HG both at 48h (Figure 3C) and 72h (Figure 3F). Altogether, these data indicate that
glucotoxicity-mediated R cell dysfunction is associated with altered IP3R-mediated Ca** transfer into

the mitochondria, despite an increase of MAM contact points.

Glucotoxicity depletes ER Ca>* content in B cells

As glucose stimulus is an acute signal increasing organelle interactions and Ca** exchange, we
reasoned that sustained glucose stimulation over time could alter Ca?* transfer from ER to
mitochondria by depleting ER Ca®" stock. Therefore, we measured ER Ca”* content after transfection
of INS-1E cells with the aequorin-based fluorescent erGAP1 vector (25) (Figure 4A), both at basal
state and following Tg-induced emptying of reticular Ca®* stock. Figure 4B and 4E illustrate

representative curves of ER Ca** content following TG-stimulation (1pumol/L), a non-competitive
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inhibitor of the sarco/endoplasmic reticulum Ca* ATPase that deplete almost all ER Ca”" stores, in
INS-1E cells after both 48h and 72h of HG treatment, respectively. Quantitative analysis showed that
HG significantly reduced basal ER Ca®* content after both 48h (Figure 4C) and 72h (Figure 4F) of
treatment. Following Tg-stimulation, ER Ca®* content was significantly reduced in HG condition after
72h (Figure 4G), whereas no significant difference was observed after 48h (Figure 4D). Therefore, HG
induces ER Ca®* depletion in INS-1E cells, hence impacting the capacity of reticular Ca** release over

time, and this defect may participate to HG-mediated disruption of organelle Ca®* exchange.

Glucotoxicity-mediated B cell dysfunction is associated with ER stress and mitochondrial

dysfunction

As modification of organelle Ca®" stores may stress both ER and mitochondria (30), we then
analysed consequences of glucotoxicity on both ER stress and mitochondrial function, both in rodent
and human 3 cells. ER stress was assessed by measuring mRNA levels of key markers of the UPR. We
found that HG only significantly increased activating transcription factor 4 (ATF4) mRNA levels after
both 48h (Figure 5A) and 72h (Supplementary Figure 2A) in INS-1E cells. Interestingly, ER stress was
more marked in human pancreatic islets, as 48h-HG treatment significantly increased mRNA levels of
78 kDa glucose-regulated protein, ATF4 and spliced X-box binding protein 1 (Figure 5B). As
mitochondria function, we measured basal mitochondrial oxygen consumption in intact cells, both in
INS-1E cells and human islets. As shown on Figure 5C, 48h HG treatment of INS-1E cells significantly
reduced basal respiration, as well as coupled respiration, without change in proton leak measured in
presence of oligomycin. More pronounced effects were observed in INS-1E cells treated by HG during
72h (Supplementary Figure 2B). In human pancreatic islets, HG significantly decreased basal
mitochondrial oxygen consumption but did not affect both proton leak and coupled respiration

(Figure 5D).

To determine whether HG-mediated organelle stresses could participate to increased
organelle tethering as a protective mechanism to restore organelle homeostasis, we induced either
ER stress with 0.5 pg/ml tunicamycin for 24h (inhibitor of the synthesis of N-linked glycoproteins that
is classically used to induce ER stress, Figure 5E) or mitochondrial stress with 2 UM oligomycin for 2h
(blocker of proton transfer during mitochondrial respiration, Figure 5G), and measured repercussions
on ER-mitochondria interactions. Importantly, we found that both tunicamycin (Figure 5F) and

oligomycin (Figure 5H) treatments increased VDAC1-IP3R2 interactions in INS-1E cells, suggesting
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that glucotoxicity-associated increase of organelle tethering could be secondary to organelle

stresses.

Glucotoxicity is associated with mitochondrial fission linked to mitochondrial Ca** accumulation in

B cells

To characterize the effects of HG on mitochondrial network, we measured AR and FF
parameters of labelled mitochondria in both rat and human f3 cells. Consistent with previous reports
(31), HG induced mitochondrial fragmentation in INS-1E cells, with a significant decrease of both AR
and FF after 48h of treatment (Figure 6A-C), without change in mtDNA amounts (Figure 6D). We
further categorized and quantified mitochondria into “tubules”, “fragments”, and “intermediates”, as
previously described (28). In resting conditions, majority of mitochondria are in a tubule and
intermediate states (Figure 6E), whereas mitochondria became short and fragmented upon 48h of
HG incubation, (Figure 6E). Similar effects of HG were observed in INS-1E cells after 72h of treatment
(Supplementary Figures 2C-G). Importantly, we found consistent results in human pancreatic 8 cells,
as 48h HG reduced both AR and FF parameters (Figure 6F-H) without modifications of mtDNA
amounts (Figure 6l), and increased the percentage of fragmented mitochondria (Figure 6J). Overall,
these data demonstrate that HG switches mitochondrial network from a tubular shape to

fragmented pattern in both rat and human B cells.

We then analysed with R software whether HG-mediated mitochondrial fission was linked to
intra-mitochondrial Ca®* accumulation, by creating a correlogram between both basal and ATP-
stimulated mitochondrial Ca®* accumulation (ATP response), and AR and FF from Ctrl/HG-stimulated
INS-1E cells (Figure 6K). As expected, we found that AR was significantly and positively correlated
with FF (Supplementary Figure 3A), whereas basal mitochondrial Ca** content was negatively, but not
significantly, correlated with ATP-stimulated mitochondrial Ca** accumulation (Supplementary Figure
3B). Importantly, basal mitochondrial Ca®* was significantly and negatively correlated with both AR
and FF parameters (Supplementary Figures 3C-D, respectively), indicating that the more
mitochondria have high Ca** levels the more they are fragmented. Inversely, ATP-stimulated
mitochondrial Ca®* accumulation was significantly and positively correlated with both AR and FF
parameters (Supplementary Figures E-F), indicating that mitochondria with disrupted Ca** transfer
from ER were the most fragmented. Altogether, these data suggest that mitochondria dynamics is

closely regulated by mitochondrial Ca** dynamics under chronic HG challenge.
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Induced ER-mitochondria tethering by a synthetic linker leads to mitochondrial fragmentation and

altered GSIS

To mechanistically connect sustained organelle communication with dysregulation of
mitochondrial dynamics and B cell function over time, we used a recombinant construct encoding a
red-fluorescent synthetic linker increasing ER-mitochondria tethering (21). TEM analysis (Figure 7A)
confirmed that the linker expression significantly increased the surface of organelle contacts in
fluorescence-sorted INS-1E cells (Figure 7B-C). Interestingly, the enhancement of organelle contacts
affects all distances of contacts (Figure 7D) without changing mitochondrial number (Figure 7E). We
then measured 48h later the repercussions on mitochondrial network and GSIS. As shown on Figure
7F, enhancement of organelle contacts induced mitochondrial fragmentation, as illustrated by the
reduction of both AR and FF parameters in red INS-1E cells (Figure 7F-H). Importantly, the
reinforcement of organelle tethering by the overexpression of the linker significantly reduced GSIS in
INS-1E cells (Figure 71). Altogether, these data confirm the important role of MAMs in the control of

mitochondria dynamics and R cell function.
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DISCUSSION

MAMs were involved in the control of insulin action (16-18,29) and disruption of MAMs
were observed in pancreatic islets from donors with type 2 diabetes (19). Therefore, MAMs could be
an important intra-cellular marker reflecting the capacity to fulfill insulin needs, and playing an
important role in regulating glucose homeostasis (32). However, the role of MAMs in both [ cell
function and glucotoxicity-induced dysfunction remained largely unknown. In the present study, we
pointed out in rodent and human in vitro models a time-dependent regulation of ER-mitochondria
communication by glucose, starting from an acute induction of MAM structure and function by
glucose towards a chronic disruption of organelle Ca®* exchange, linked to an emptying of ER Ca®*
store, which likely progressively participates to both ER stress and mitochondrial fission and

ultimately to altered GSIS.

Here, we newly identified that acute glucose stimulation of INS-E1 cells stimulates ER-
mitochondria interactions and Ca*' exchange, in parallel to insulin secretion. Furthermore, we
demonstrated that Grp75-mediated disruption of MAMs alters GSIS in INS-1E cells, pointing that
organelle coupling is a new regulator of insulin secretion by [ cells. As Ca® signalling at MAMs was
reported to control mitochondrial bioenergetics (33), it is likely that this regulation participates to
the stimulation of mitochondrial ATP production, required to stimulate insulin release. Thus, dynamic
increase of MAMs by transient exposure to HG is a new factor participating in GSIS, and has a

beneficial effect on pancreatic 3 cells.

However, as often happens, critical processes in physiology can promote disease in chronic
situations. We further demonstrated that glucotoxicity-associated R cell dysfunction also increased
organelle tethering, but blunted ER-mitochondria Ca®* transfers over time. Furthermore,
glucotoxicity is also associated with an increase of basal Ca** mitochondrial content and a reduction
of ER Ca’" stores over time, suggesting profound perturbations of Ca® signalling. Therefore, we
propose that chronic HG stimulation empties the ER, due to the prolonged organelle Ca** exchange,
leading to increased mitochondrial Ca** accumulation and reduced Ca** transfer to mitochondria over
time. Of course, we cannot exclude at this stage that other mechanisms participate to both
glucotoxicity-mediated disruption of organelle Ca®* exchange (i.e. alterations in IP3 signalling or in
the structure/activity of the Ca®* channelling complex) and mitochondrial Ca** accumulation (i.e.

direct import from cytoplasm) in 8 cells.
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As expected, glucotoxicity-related R cell dysfunction is also associated with ER stress and
altered mitochondrial function and dynamics in both rodent and human B islets, in agreement with
structural alterations of both organelles in 3 cells of type 2 diabetic islets (34). Even it is unclear from
our study whether these intracellular changes are interrelated and what are the underlying
molecular mechanisms, our data suggest that glucotoxicity-associated mitochondrial fission could be
linked to mitochondrial Ca®* accumulation as the more mitochondria increase their Ca** contents the
more they are fragmented. Interestingly, both acute and hyperactivation of both UPR signalling and
mitochondrial fission can also have beneficial and detrimental effects, respectively, on R cell
function, as observed here for Ca®" fluxes at MAM interface. Indeed, acute HG treatment induced
mild UPR signalling activating IRE1a leading to glucose-induced insulin biosynthesis, whereas chronic
HG stimulation caused hyperactivation of IREla, leading to the suppression of insulin expression
(35). Similarly, transient HG-induced mitochondrial fission is required for optimal GSIS (28), whereas

we and others (31) found that glucotoxicity induced mitochondrial fragmentation.

Furthermore, synthetic ER-mitochondria linker that artificially increased ER-mitochondria
interactions also induced mitochondria fission and altered GSIS in B cells, suggesting that sustained
organelle tethering is detrimental for [ cell function. It is likely that reinforcement of organelle
interactions also empties the ER over-time, leading to disrupted organelle Ca®* exchange and to B cell
dysfunction. In agreement, rupture of ER Ca®* homeostasis, likely linked to a combination of Ca**
store release and extracellular Ca®* influx, was shown to play a major role in B cell dysfunction under

diabetic conditions (36,37).

We thus propose a model by which glucose differentially regulates functional ER-
mitochondria interactions over time and subsequently regulates GSIS in R cells. Acute increase in
glucose concentrations increases organelle communication, likely to stimulate mitochondrial
bioenergetics and ATP synthesis, and triggers insulin secretion. However, overstimulation of
organelle interactions by chronic HG exposure induces a progressive depletion of ER Ca®* stocks, an
increase in mitochondrial Ca’* content and a disruption of Ca** transfer from ER to mitochondria.
Simultaneously, time-dependent alteration of Ca®" signalling participates to both ER stress and
mitochondrial fragmentation and dysfunction. Organelle stresses might maintain increased organelle
tethering as an adaptive mechanism to restore homeostasis. Interestingly, the experimental
induction of ER-mitochondria interactions using a linker mimics the glucotoxic situation, as it
fragments mitochondria and blunts GSIS. Altogether, these effects subsequently could create a

vicious cycle that contributes to the progressive decrease of B cell function and thereby to the
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worsening of the disease over time (Supplementary Figure 4). Therefore, disrupted Ca*" signalling at

MAM interface might be a key feature of glucotoxicity-mediated R cell dysfunction.

A striking observation is the constant increase of organelle interactions with both acute and
longer HG exposure, suggesting that glucose-mediated increase of MAMs could be in the same time
a stimulatory and a protective mechanism to compensate reduced organelle Ca?* exchange,
respectively. HG-mediated organelle stresses could participate to the increased organelle tethering
over time, as both Tm-induced ER stress and oligomycin-induced mitochondrial stress are able to
increase ER-mitochondria interactions. In agreement, Tm-induced ER stress increased MAMs in Hela
cells (38) and in liver of lean mice (29), pointing that increased MAM formation is a generalized
response to ER stress. However, we assume that the adaptive increase of MAMs in glucotoxicity
situations should be transitory as we observed reduced organelle interactions in B cell of T2D
patients compared to controls (19). However, cells in culture and diabetic patients differ in term of
chronicity as cells are exposed to several days to HG against years for patients. In addition, patients
also present chronic dyslipidaemia (lipotoxicity) and palmitate reduced organelle interactions in
Min6B1 cells (19). Therefore, MAM integrity could be dynamically and differentially regulated in
cells during the progression of T2D pathology, highlighting that MAM regulation play an important

role in the control of B cell function.
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Legends of Figures

Figure 1: Glucose-induced increase of ER-mitochondria interactions and Ca** exchange control GSIS
in INS-1E cells. A) Representative images (at left, x63, scale bar 20 um) and quantitative analysis (at
right) of VDAC1/IP3R2 interactions measured by in situ PLA in INS-1E after 30 minutes of incubation
in 11 mmol/L (Ctrl) or 22.5mmol/L of glucose (HG) (n=135 images analysed in 3 independent
experiments). B) Image (x63, scale bar 20 um) and schematic representation of the mitochondrial
Ca®* probe, 4mtD3cpv. 4mtD3cpv was excited at 430nm and the emitted fluorescence light was
measured at 475 nm (CFP) and 535nm (YFP). C) Representative curves of intra-mitochondrial Ca**
following ATP stimulation in both 11- and 22.5mmol/L-treated INS-1E cells for 30 minutes. D-E)
Quantitative analysis of basal mitochondrial Ca®* content (D) and ATP-stimulated mitochondrial Ca**
accumulation (E) in both 11- and 22.5mmol/L-treated INS-1E cells after 30 minutes of treatment
(n=170-220 cells analysed in 3 independent experiments). F) Representative Western blots (at left)
and quantitative analysis (at right) illustrating that Grp75 silencing reduced GRP75 protein levels in
INS-1E cells (n=7). G) Representative images (at top, x63, scale bar 20 um) and quantitative analysis
(at bottom) of VDAC1/IP3R2 interactions measured by in situ PLA in Grp75-silenced INS-1E (n=90
images analysed in 2 independent experiments). H) Glucose-stimulated insulin secretion (expressed
in fold) measured in Grp75-silenced INS-1E after 72h of incubation (n=9). *P <0.05, **P<0.01,
**%P<0.001 vs Ctrl.

Figure 2: Chronic high glucose treatment mimics glucotoxicity and induces ER-mitochondria
interactions in both the rat pancreatic beta cell line INS-1E and in human pancreatic islets. A)
Glucose-stimulated insulin secretion (expressed in fold) in INS-1E after 48h of incubation in
11mmol/L Glc (Ctrl) or 22.5 mmol/L Glucose (HG) (n=9). B) Representative images (at top, x63, scale
bar 20 um) and gquantitative analysis (at bottom) of VDAC1/IP3R2 interactions measured by in situ
PLA in INS-1E after 48h of incubation in Ctrl or HG conditions (n=135 images). C) Representative TEM
images (Scale bar 0.2um) of INS-1E cells treated with 11 or 22.5 mmol/L glucose. Bottom images are
maghnifications of the boxed areas of the top images. M, mitochondria; ER, Endoplasmic Reticulum;
The arrows show MAMs. D-E) Quantitative analysis of the percent of total ER-mitochondria
interaction/mitochondria surface in a 50nm range (D), or according to range 0-10nm, 10-20nm, 20-
30nm, 30-40nm, 40-50nm (E) (n=130-200 ER-mitochondria contacts analyzed in n=30 cells). F)
Quantification of mitochondria number per field of TEM images (n=30 cells). G) Glucose-stimulated

insulin secretion (expressed in fold) in human pancreatic islets after 48h of incubation in 5.5 mmol/L
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Glc (Ctrl) or 16.5 mmol/L Glucose (HG) (n=11, from 4 different donors). H) Representative images (at
top, x63, scale bar 20 um) and quantitative analysis (at bottom) of VDAC1/IP3R2 interactions
measured by in situ PLA in human pancreatic beta cells (green insulin-positive cells) in control (Ctrl)
or glucotoxic conditions (HG), (n=135 images, from 4 different donors). I) Representative TEM images
of human pancreatic beta cells (scale bar 0.2um). Bottom images are magnifications of the boxed
areas in the top images. J-K) Quantitative analysis of the percent of total ER-mitochondria
interaction/mitochondria surface in a 50nm range (J), or according to 0-10 nm, 10-20nm, 20-30nm,
30-40nm, 40-50nm ranges (K) (n=130-200 ER-mitochondria contacts analyzed in n=30 cells, from 3
different donors). L) Quantification of mitochondria number per field of TEM images (n=30 cells). All

analyses were the sum of 3 independent experiments. *P <0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. Ctrl.

Figure 3: Chronic high glucose treatment induces mitochondrial Ca** accumulation and blunts IP3R-
mediated Ca®" transfer in INS-1E cells. A) Representative curves of intra-mitochondrial Ca* following
ATP stimulation in both 11- and 22.5mmol/L glucose-treated INS-1E cells (Ctrl and HG, respectively)
after 48h of incubation. B-C) Quantitative analysis of basal mitochondrial Ca®* (B, n=700-1000 cells)
or ATP-stimulated mitochondrial Ca®* accumulation (C, n=100-130 cells) in Ctrl and HG-treated INS-1E
cells after 48h of treatment. D) Representative curves of intra-mitochondrial Ca** following ATP
stimulation in both 11- and 22.5mmol/L glucose-treated INS-1E cells (Ctrl and HG, respectively) after
72h of incubation. E-F) Quantitative analysis of basal mitochondrial Ca®* (E, n=700-1000 cells) or ATP-
stimulated mitochondrial Ca®* accumulation (F, n=100-130 cells) in Ctrl and HG-treated INS-1E cells
after 72h of treatment. All analyses were the sum of 3 independent experiments. **P<0.01,

***P<0,001 vs. Ctrl. ns: non-significant.

Figure 4: Chronic high glucose treatment reduces ER Ca®* store and emptying in INS-1E cells. A)
Image (x63, scale bar 20 pm) and schematic illustration of the ER Ca”" probe, erGAP1. erGAP1was
excited at 403nm and 470nm and the emitted fluorescence light was measured at 510nm. B)
Representative curves of ER Ca’* content following thapsigargin (TG) stimulation in both 11- and
22.5mmol/L glucose-treated INS-1E cells (Ctrl and HG, respectively) after 48h of incubation. C-D)
Quantitative analysis of basal ER Ca*" stock (C, n=700-1000 cells) or TG-stimulated ER Ca*" release (D,
n=70-100 cells) in Ctrl and HG-treated INS-1E cells after 48h of treatment. E) Representative curves of
ER Ca®* content following thapsigargin (TG) stimulation in both 11- and 22.5mmol/L glucose-treated

INS-1E cells (Ctrl and HG, respectively) after 72h of incubation. F-G) Quantitative analysis of basal ER
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Ca’* stock (F, n=70-100 cells) or TG-stimulated ER Ca** release (G, n=100 cells) in Ctrl and HG-treated
INS-1E cells after 72h of treatment. All analyses were the sum of 3 independent experiments.

***P<0.001 vs. Ctrl. ns: non-significant.

Figure 5: Glucotoxicity-related beta cell dysfunction is associated with ER stress and mitochondrial
dysfunction in both rat pancreatic beta cell line and in human islets. A-B) mRNA levels of ER stress
markers in INS-1E cells (n=9) (A) or human pancreatic islets (n=12 from 4 different donnors) (B)
incubated for 48h with 11- or 22.5mmol/L glucose (Ctrl or HG, respectively) in INS-1E and 48h with
5.5 or 16.5mmol/L glucose (Ctrl or HG, respectively) in human pancreatic islets. C-D) Measurement of
oxygen consumption of INS-1E cells (C) or human islets (D) incubated for 48h with 11- or 22.5mmol/L
in INS-1E and 48h with 5.5 or 16.5mmol/L glucose in human pancreatic islets, in basal situation and in
the presence of oligomycin (2uM, ATP synthase inhibitor) (n=9 in 3 independent experiments).
Coupled respiration was calculated. E) mRNA levels of ER stress markers in INS-1E cells treated with
tunicamycin (Tm, 0.5 pug/ml) for 24h. F) Representative images (at top, x63, scale bar 20 um) and
quantitative analysis (at bottom) of VDAC1/IP3R2 interactions measured by in situ PLA in INS-1E after
24h of incubation with or without tunicamycin (n=135 images analysed in 3 independent
experiments). G) Oxygen consumption of INS-1E cells pre-treated with oligomycin (2 umol/L) for 1h.
H) Representative images (at top, x63, scale bar 20 um) and quantitative analysis (at bottom) of
VDAC1/IP3R2 interactions measured by in situ PLA in INS-1E after 1h of incubation with or without
oligomycin (n=135 images analysed in 3 independent experiments). *P <0.05, **P<0.01, ***P<0.001

vs. Ctrl.

Figure 6: Chronic high glucose treatment induces mitochondrial fission in both the rat pancreatic
beta cell line INS-1E and in human pancreatic islets. A) Representative segmented (at left) and
original (at right) images (Scale bar, 20um) of mitochondria from INS-1E cells labelled with
MitoTracker, after 48h of 11- or 22.5mmol/L glucose treatment (Ctrl and HG, respectively). B-C)
Quantitative shape analysis of mitochondria, including the calculation of Form Factor (FF, B) and
Aspect Ratio (AR, C), in Ctrl and HG-treated INS-1E cells. D) Quantification of mitochondrial DNA
amount in INS-1E cells under Ctrl or HG conditions during 48h. E) Percent of cells exhibiting tubular,
intermediate or fragmented morphology in Ctrl and HG-treated INS-1E cells during 48h, n=300 cells
analysed. F) Representative segmented (at left) and original (at right) images (Scale bar, 20um) of

mitochondria from human pancreatic beta cells (Insulin labeled), following the immunodetection of
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OXPHOS proteins. G-H) Quantitative shape analysis of mitochondria, including the calculation of
Form Factor (FF, G) and Aspect Ratio (AR, H), in Ctrl and HG-treated human pancreatic beta cells. I)
Quantification of mitochondrial DNA amount by PCR in human islets cells under Ctrl or HG conditions
during 48h. J) Percent of cells exhibiting tubular, intermediate or fragmented morphology in human
pancreatic beta cells. n=130-150 cells analysed from 3 different donors. K) Correlogram representing
positive (blue) and negative (red) correlations between mitochondrial Ca®>* content, ATP response,
Aspect Ratio (AR) and Form Factor (FF) in INS-1E cells (n=88 cells analysed). *P<0.05, **P<0.01, ***,

P<0.001. ns: non-significant.

Figure 7: Experimental induction of ER-mitochondria interactions using a linker induces
mitochondrial fission and alters GSIS. A) Schematic illustration of the ER-mitochondria artificial
linker. B) Representative TEM images (Scale bar 0.2um) of sorted INS-1E cells transfected with a
control vector (pcDNA Ctrl) or a vector expressing the linker (Linker). Bottom images are
magnifications of the boxed areas of the top images. M, mitochondria; ER, Endoplasmic Reticulum;
The arrows show MAMs. * represent swollen mitochondria and ** represent dilated ER. C-D)
Quantitative analysis of the percent of total ER-mitochondria interaction/mitochondria surface in a
50nm range (C) or according to range 0-10nm, 10-20nm, 20-30nm, 30-40 nm, 40-50nm (D) (n=130-
160 ER-mitochondria contacts analyzed in n=30 cells). E) Quantification of mitochondria number per
field of TEM images (n=30 cells). F) Representative segmented (at left of each box) and original (at
right of each box) images (Scale bar, 20um) of mitochondria from pcDNA Ctrl or linker transfected
INS-1E cells. Images showed tubular and reticular mitochondrial networks in control conditions
(pcDNA-Ctrl), and short and fragmented morphology after induction of ER/mito contact (Linker) in
INS-1E. G-H) Mitochondrial Shape analyses including the calculation of Form Factor (FF, G) and
Aspect Ratio (AR, H) (n=150-200 cells). 1) GSIS expressed in fold of insulin secretion in response to
acute stimulation with glucose (22,5mmol/L) in INS-1E cells expressing the control vector or the

linker (n=9). *P<0.05, **P<0.01, ***, P<0.001 vs. pcDNA Ctrl.
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Supplementary Figure 1: A) Glucose-stimulated insulin secretion (expressed in fold) in INS-1E after 72h of
incubation in 11mmol/L Glc {Ctrl) or 22.5 mmol/L Glucose (HG) (n=9). B) Representative images (at top,
x63, scale bar 20 um) and quantitative analysis (at bottom) of VDAC1/IP3R2 interactions measured by in
situ PLA in INS-1E after 72h of incubation in Ctrl or HG conditions (n=135 images). C) Representative TEM
images (Scale bar 0.2um) of INS-1E cells treated with 11 or 22.5 mmol/L glucose for 72h. Bottom images
are magnifications of the boxed areas of the top images. M, mitochondria; ER, Endoplasmic Reticulum; The
arrows show MAMs, D-E) Quantitative analysis of the percent of total ER-mitochondria
interaction/mitochondria surface in a 50nm range (D), or according to range 0-10nm, 10-20nm, 20-30nm,
30-40nm, 40-50nm (E) (n=150-200 ER-mitochondria contacts in n=30 cells). F) Quantification of
mitochondria number per field of TEM images (n=30 cells). **P<0.01, ***P<0.001 vs. Ctrl. Ns: non
significant.
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Supplementary Figure 2: A) mRNA levels of ER stress markers in INS-1E cells incubated for 72h with 11- or
22.5mmol/L glucose (Ctrl or HG, respectively). B) Measurement of oxygen consumption of INS-1E cells
incubated for 72h with 11- or 22.5mmol/L, in basal situation and in the presence of oligomycin {2uM, ATP
synthase inhibitor) (n=9). C) Representative segmented (at left) and original (at right) images (Scale bar,
20um) of mitochondria from Ctrl and HG-treated INS-1E cells labelled with MitoTracker, after 72h. D-E)
Quantitative shape analysis of mitochondria, including the calculation of Form Factor (FF, D) and Aspect
Ratio (AR, E), in Ctd and HG-treated INS-1E cells for 72h. F) Percent of cells exhibiting tubular,
intermediate or fragmented morphology in Ctrl and HG-treated INS-1E cells during 72h, n=480 cells
analysed. G) Quantification by PCR of mitochondrial DNA amount in INS-1E cells under Ctrl or HG
conditions during 72h. All analyses were the sum of 3 independent experiments. *P <0.05, ***P<0.001 vs.
Ctrl. Ns: non significant.
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Supplementary Figure 3: AF) Correlations from the correlogram represented in Figure 6K. Respective
correlations between FF/AR (A), ATP response/Mitochondrial Ca®* (B), Mitochondrial Ca®*/AR (C),
Mitochondrial Ca®*/FF (D), ATP response/AR (E), ATP response/FF (F) (n=88 cells analysed). ns: non-
significant, *P<0.05, **P<0.01, ***, P<0.001.

157



RESULTATS - Partie 1 : Réle des MAMs dans la fonction et la dysfonction B pancréatique
associées a la glucotoxicité

High glucose
Kﬂccute Chronic
$ mAms 4 MAMs  -----
1 Organelle ‘ ERCa 1 Mt Ca?*
Ca?* transfer \ J

1‘ GSIS Organelle
Ca?* transfer

:1 1 Mt fission/ !
|
| ERstress dysfunction;

\ / { asis

Supplementary Figure 4: Schematic representation of the proposed model of the differential
regulations of structural and functional ER-mitochondria interactions by high glucose, following acute
(at left) or (chronic (at right) treatments, in beta cells.
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Partie 2: Etude de l'effet de la glucotoxicité sur les

oscillations calciques cytosoliques. (Données non publiées)

-Introduction

Un concept récent a émergé et définit qu’il existe au sein de I'llot des sous-catégories de
cellules B. Il existerait des cellules B (1-10% des cellules B) dites « Pacemaker », et d’autres
dites « Follower » (Johnston et al., 2016). Ces cellules « pacemaker » seraient a I'origine
d’oscillations calciques cytosoliques répétées et constantes directement aprés I'ajout de
glucose. Ces cellules seraient requises pour une libération normale d’insuline en réponse au
glucose au sein de I'llot. Ces cellules pourraient représenter des cibles privilégiées de la

glucotoxicité. Un des objectifs corollaires de ma these a été de déterminer si:

- Ces oscillations sont toujours présentes dans la lignée INS-1E ?

- La glucotoxicité altére ces oscillations ?

-Matériels et méthodes

Une lignée de cellules B pancréatique de rat INS-1E a été cultivée comme décrit dans
la partie 1, pendant 72h a 11mM de glucose. Pour suivre les oscillations calciques
cytosolique nous avons utilisé la sonde calcique ratiométrique Fura2-AM (340/380 nm).
Apres 2 lavages au KRBH, les cellules ont été mises pendant 30 min en présence de 2uM de
Fura2-AM dans du milieu KRBH w/Ca**, 3 3mM de glucose, le temps nécessaire au Fura2-AM
de s’incorporer dans les cellules. Apres 2 lavages au KRBH w/Ca”*, I'acquisition est effectuée
comme décrit partie 1. Apres 200 secondes d’acquisition, 22,5mM de glucose ont été
ajoutés et 'acquisition a été effectuée pendant 20 min avant I'ajout de 20mM de KCI. En
post-acquisition, la fréquence des oscillations (nombre de pics par secondes) ainsi que l'aire
sous la courbe ont été calculées. En fonction de leurs temps de réponse oscillatoire au
glucose, les cellules ont été classées en 5 catégories (Non oscillantes, Oscillantes dés I'ajout
du glucose, Oscillantes 400 secondes apres I'ajout du glucose, Oscillantes 600 secondes

apres I'ajout du glucose, Oscillantes 800 secondes apreés I'ajout du glucose).
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-Résultats
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Figure 37: Mise en évidence de différentes populations d’INS-1E présentant des

oscillations (Osc) calciques cytosolique. Démarrant A, dés I'ajout du glucose, apres 400 (B),

600 (C) ou 800 secondes (D).

Nous avons pu constater qu’il existait bien différents groupes de cellules B basés sur

leur capacité a générer des oscillations calciques cytosoliques en réponse au glucose (Figure

37). Nous avons pu isoler des cellules oscillantes des I'ajout de glucose avec une faible

amplitude (8% des cellules) (Figure 37A), nous avons ensuite observé différentes sous-

populations présentant des oscillations dés 400 (19 % des cellules) (Figure 37B), 600 (19 %

des cellules) (Figure 37C) ou 800 (29 % des cellules) (Figure 37D) secondes apres I'ajout du

glucose.
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Figure 38 : Oscillations calciques. A, Quantification du % de cellules oscillantes en fonction
du temps mis a osciller en réponse au glucose. B, Fréquence des oscillations (nb de
pics/seconde). C, Aire sous la courbe des oscillations, donnant un aspect général du
« pattern oscillatoire ». n=7-27 cellules, 1 expérience, ANOVA one way. *P<0.05, **P<0.01,
***p<0.001.

Ces différentes sous-populations n’ont pas le méme « pattern oscillatoires » qui se
définit par la fréquence des oscillations, ou encore |'aire sous-courbe donnant un aspect
général des oscillations (Figures 37). L'amplitude des pics est également un indicateur du
pattern oscillatoire mais n’as pas été analysée ici. Nous pouvons observer (Figure 38B-C) que
le « pattern oscillatoire » differe selon la population sélectionnée, avec une diminution de la
fréquence des oscillations, du nombre de pics et de I'aire sous la courbe dans les populations
de cellules qui oscillent tardivements. De plus, on observe que I'amplitude des oscillations
calciques cytosoliques de ces cellules semble plus importante que celles des cellules
oscillants dés I'ajout de glucose. Ces résultats montrent que méme dans un modele in vitro
les cellules B conservent une hiérachisation. Néanmoins, 25 % des cellules sont non

oscillantes méme 1500 secondes apres I'ajout du glucose dans ce modeéle.

Nous avons ensuite déterminé l'effet de la glucotoxicité pendant 72h sur les
oscillations calciques et nous avons observé que le pattern oscillatoire était tres différent. En

HG, il est associé a une diminution de la fréquence des pics et I'aire sous la courbe en
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comparaison a la condition contréle (Ctrl) (Figure 39 A-D). On remarquera aussi que
I'amplitude des pics en HG semble plus grande qu’en condition Ctrl. Celle des pics du Ctrl
sont eux, par contre, plus faible mais les pics sont plus nombreux. De plus, le niveau basal de
calcium est plus élevé dans la condition contrdle que dans la condition HG. Enfin on observe
dans les 2 conditions une certaine synchronisation des oscillations entre les cellules.

Cependant, cette étude préliminaire nécessite d’étre optimisée et répétée.
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Figure 39 : Caractéristique des oscillations calciques en réponse 72h de glucotoxicité dans
les INS-1E. A, B Représentation des patterns oscillatoires du calcium cytosolique en
condition controle (Ctrl, A) ou en réponse a 72h de glucotoxicité (HG, B). C, Fréquence des
oscillations. D, Aire sous la courbe. n=20 cells/conditions, 2 expéreinces, Man whitney,
**P<0.01, ***P<0.001.

-Conclusions

En conclusion, ces résultats nous indiquent que les cellules INS-1E conservent une
hiérachisation cellulaire, qui pourrait se rapprocher du modele de « pacemaker » et de
« follower » décrit par Johnston et ses collaborateurs (Johnston et al., 2016) dans des
modeles d’ilots murins. Ici, les cellules « pacemaker » correspondraient aux cellules qui
oscillent directement apres I'ajout du glucose (8% des cellules) et les cellulles « followers » a
celles oscillants tardivements (67%). 72h de glucotoxicité provoque des changements de
pattern oscillatoire associés a une diminution de la fréquence des oscillations et d’une

diminution de l'aire sous la courbe, montrant un effet délétére de la glucotoxicité. Cette
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expérience reste tres préliminaire et présente peu de cellules oscillantes par condition, elle
nécessite d’étre répétée et optimisée. De plus, nous n’avons pas étudié le délai de réponse

au glucose dans cette derniere expérience.
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Partie 3: Etude de la sous-expression de différentes
protéines des MAMs : Mfn2, Grp75, CypD (Données non publiées)

-Introduction

Mfn2, Grp75 et la CypD sont 3 protéines présentes aux MAMs (Figure 23). La Mfn2 se
trouve dans les MAMSs mais son réle de linker ou de spacer est encore trés controversé a ce
jour (Filadi et al., 2017a). Grp75 est une protéine chaperonne qui permet l'interaction entre
VDAC1 (mitochondrial) et IP3R (réticulaire), facilitant ainsi les transferts calciques entre les 2
organites. Le role exact de la CypD dans la formation des MAMs reste peu clair a ce jour,
cependant quelques études montrent que sa sous-expression provoque la dissociation des
contacts entre le RE et la mitochondrie (Tubbs et al., 2018, 2014), faisant de cette protéine
une bonne cible pour moduler les MAMs. Nous avons tenté d’élucider les conséquences de
la sous-expression de ces 3 protéines sur la sécrétion d’insuline et les MAMs dans la lignée

INS-1E.

-Matériels et méthodes

Nous avons dans un premier temps testé I'effet des différents siRNA sur I’expression
de la Mfn2, CypD ou de Grp75 dans la lignée de cellules B de rat INS-1E cultivées comme
décrit dans I'article 1. La transfection a été réalisée via le DharmaFectDuo avec 20 uM de
siRNA. Le siRNA dirigé contre Grp75 est constitué d’'un pool de 3 siRNA différentes pour
améliorer 'efficacité de la sous-expression. Les expériences ont été réalisées 72h apres
transfection. Nous avons mesuré dans chaque condition I'expression protéique de Mfn2,
Grp75 et CypD rapportées a la tubuline (par Western Blot), la quantité de MAMs (VDAC1-
IP3R2) par PLA, la sécrétion d’insuline par GSIS (Techniques déja décrites dans l'article 1).

Ces résultats ont été générés a partir de 3 expériences indépendantes.
-Résultats

Nous avons observé que le siRNA Mfn2 diminue de 50% |’expression de la Mfn2, le
siCypD de 25% I’expression de la CypD et les siGrp75 de 40% son expression (Figure 40 A-B).

Néanmoins, la sous-expression de chacune de ces protéines ne semble pas affecter

164



RESULTATS - Partie 3 : Etude de la sous-expression de différentes protéines des MAMs :
Mfn2, Grp75, CypD

I’expression des autres. Nous confirmons la controverse concernant le role de « tether » de
la Mfn2, car la sous-expression de la Mfn2 augmente la proximité entre VDAC1 et IP3R2
mesurée par PLA, marqueur indirect des contacts entre la mitochondrie et le RE. D’autre
part, comme attendu, le siGrp75 diminue ces contacts, le siCypD lui ne les modifie pas
(Figure 40 C). Chaque siRNA diminue néanmoins la sécrétion de I'insuline, soulevant un réle
important de ces 3 protéines dans la régulation de la sécrétion d’insuline (Figure 40 D). Ces
effets pourraient étre MAMs dépendants compte tenu du role important de la Mfn2 ou de
Grp75 dans la structuration des contacts entre le RE et la mitochondrie. Cependant, ces
études nécessiteraient d’étre approfondies et complétées par des mesures de transfert

calcique entre le RE et la mitochondrie.
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Figure 40 : Effet de la sous-expression de 3 acteurs aux MAMs, Mfn2, CypD et Grp75. A, WB
représentant |'effet sur I'expression de Mfn2, CypD et Grp75 de I'utilisation de SiRNA dirigé
contre Mfn2, CypD et Grp75. B, Quantification du WB (n=7/conditions, 3 expériences). C,
Effets des siRNA sur les contacts RE-mitochondrie visualisé par PLA dirigé contre
VDAC1/IP3R2 (n= 90 images analysées/conditions, 2 expériences). D, Effets des siRNA sur la
sécrétion d’insuline en réponse au glucose (n=9/conditions, 3 expériences). Mann-whitney,
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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-Conclusion

En conclusion, ces résultats montrent I'importance de la Mfn2, de Grp75 et de la
CypD dans la sécrétion d’insuline. La Mfn2 semble jouer un réle important dans la régulation
des MAMs, sa sous-expression dans la cellule B augmente les contacts entre le RE et la
mitochondrie et remet en cause son réle de « tether ». Le role précis de Mfn2 dans le

contréle de la sécrétion de I'insuline par les MAMs nécessite cependant d’étre éclairci.
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Partie 4 : Role protecteur de la modulation du translocon
dans les effets déléteres de la lipotoxicité. (publié

1) Résumé
-Introduction

Le diabete de type 2 est une pathologie complexe, qui méle des facteurs
environnementaux et génétiques. Les risques de développement du diabéte de type 2 sont
plus forts lors d’'une consommation excessive d’AG libres (Charles et al., 1997). Le palmitate
est I'AG le plus abondamment trouvé dans le sang et son exposition prolongée est associée
avec le développement de résistance a I'insuline au niveau des tissus périphériques comme
le muscle, le foie ou encore le tissu adipeux. L'exposition chronique aux AG nommé
lipotoxicité induit des altérations fonctionnelles de la sécrétion d’insuline via le
développement d’un stress du RE et de la génération de stress oxydant. Les mécanismes
précis qui entrent en jeu dans cette dysfonction B pancréatique restent cependant encore
flous. Dans ce contexte, le stress du RE se caractérise par 'activation des voies UPR et la
dérégulation des stocks calciques réticulaires. Le translocon, impliqué dans la translocation
des protéines lors de la traduction est un canal de fuite calcique (Flourakis et al., 2006). La
fonctionnalité et le role précis du translocon dans des conditions physiologiques ou de

lipotoxicité n’ont cependant jamais été étudiés dans la cellule B pancréatique.

-Matériels et méthodes

Des ilots humains et une lignée murine de cellules B MIN6-B1 ont été utilisés. Des
modulateurs de l'activité du translocon ont été utilisés, notamment la puromycine, un
activateur et I'anisomycine un bloqueur du translon pour évaluer le réle du translocon dans
la sécrétion d’insuline et dans la dysfonction B pancréatique associée a la lipotoxicité. Les
guantités de calcium dans le RE ont été évaluées par l'utilisation de sondes calciques

cytosolique et réticulaire.
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-Résultats

Tout d’abord, nous avons pu démontrer que le translocon était fonctionnellement
impliqué dans I’homéostasie calcique au sein de la cellule B pancréatique, ce canal de fuite
est présent a la fois dans le modele humain et murin. Comme attendu, la lipotoxicité altere
la sécrétion d’insuline par une induction du stress du RE et une déplétion des stocks
calcigues cytosoliques. L'inhibition du translocon protége partiellement contre les effets
délétéres du palmitate. Elle réduit la déplétion calcique et modére I'induction des voies UPR.
De plus, I'inhibition du translocon permet de restaurer la sécrétion d’insuline dans les ilots

humains.

-Conclusion

Le translocon semble étre un acteur important de la dysfonction B pancréatique
associée a la lipotoxicité. Différents acteurs sont capables de moduler le translocon comme
Grp78. Cette chaperonne du RE pourrait bloquer la fuite calcique, cependant Grp78 est
sollicitée lors de I'activation des voies UPR et pourrait étre impliquée dans les effets délétere
du stress du RE sur les stocks calciques réticulaires. La modulation du translocon par
I’'anisomycine a des effets bénéfiques et protege la cellule B de la dysfonction associée a la
lipotoxicité, ce qui place le translocon comme une nouvelle cible thérapeutique dans le

cadre du diabéte de type 2.
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Abstract

Type 2 diabetes is characterized by peripheral insulin resistance and pancreatic beta cell
dysfunction. Elevated free fatty acids (FFAs) may impair beta cell function and mass (lipo-
toxicity ). Altered calcium homeostasis may be involved in defective insulin release. The
endoplasmic reticulum (ER) is the major intracellular calcium store. Lipotoxicity induces ER
stress and in parallel an ER cakium depletion through unknown ER calcium leak channels.
The main purposes of this study is first to identify one of these channels and secondly, to
check the opportunity to restore beta cells function (i.e., insulin secretion) after pharmaco-
logical inhibition of ER calcium store depletion. We investigated the functionality of translo-
con, an ER calcium leak channel and its involvement on FFAs-induced alterations in
MINBE 1 cells and in human pancreatic islets. We evidenced that franslocon acts as a
functional ER calcium leak channel in human beta cells using anisomycin and puromycin
(antibiotics), respectively blocker and opener of this channel. Puromycin induced a signifi-
cant ER calcium release, inhibited by anisomycin pretreatment. Palmitate treatment was
used as FFA model to induce a mild lipotoxic effect: ER calcium content was reduced,

EA stress but not apoptosis were induced and glucose induced insulin secretion was
decreased in our beta cells. Interestingly, translocon inhibition by chronic anisomycin treat-
ment prevented dysfunctions induced by palmitate, avoiding reticular calcium depletion, ER
stress and restoring insulin secretion. Our results provide for the first time compelling evi-
dence that translocon actively participates to the palmitate-induced ER calcium leak and
insulin secretion decrease in beta cells. Its inhibition reduces these lipotoxic effects. Taken
together, our data indicate that TLC may be a new potential target for the freatment of type 2
diabetes.
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Introduction

Type 2 diabetes is a worldwide multifactorial disease characterized by peripheral insulin resis-
tance and pancreatic beta cell dysfunction [1.2]. This heterogeneous disease results from a
complex environment-inheritance interaction [3]. Free fatty acid (FFA) levels are an indepen-
dent predictor of future type 2 diabetes [4]. High intake of saturated fatty acids (FFAs) has also
been linked to higher risks of type 2 diabetes [5]. Previous studies have shown that palmitate,
the most abundant saturated FFA in blood, inhibits insulin signaling in liver, muscle, and fat
cells in vitro [6-8]. These studies have also shown the deleterious effects of FFAs, collectively
termed “lipotoxicity”, on beta cells in vitro [9]. Mainly based on the findings of in vitro studies,
it was proposed that beta cell lipotoxicity is directly induced by palmitate at least in part via
pathways involving endoplasmic reticulum (ER) stress and reactive oxygen species (ROS)
[10,11], inflammation [12] and autophagy [13]. Similarly, prolonged in vivo infusion of FFAs
impairs beta cell function in rodent models and in humans [14]. However, molecular mecha-
nisms by which FFAs induce beta cell dysfunction in vivo remain poorly understood.

Chronic exposure to saturated FFAs was shown to enhance the unfolded protein response
(UPR) of ER. This phenomenon foremost protects the cells by promoting the folding of pro-
teins in the ER lumen and/or their degradation by the 268 proteasome. On the contrary, a pro-
longed UPR could also trigger apoptosis if ER function is not preserved or restored [15-17].
Due to high insulin protein production, beta cells are particularly susceptible to the activation
of UPR and ER stress. Particularly, the phosphorylation of PERK and the induction of the tran-
scription factor CHOP is a key feature for the saturated FFA-induced progression to apoptosis
[1819]. Relevance of these in vitro models to human disease was confirmed by the enhanced
expression of ER stress markers in beta cells of type 2 diabetic patients [16,17] and by the recent
clinical trial of an ER stress reducing drug (phenylbutyric add), which improved beta cell func-
tions caused by prolonged hyperlipidemia [20]. Thus, how mechanically ER stress is induced
by saturated FFAs is still an unanswered question. ER stress is due to the accumulation of
unfolded proteins within the ER and/or the depletion of calcium stores [21,22], both leading to
apoptosis.

Altered cellular caldum homeostasis may be involved in defective insulin release [23]. Cal-
cium pla}-'s an important role in ER stress and in UPR, and the regu]ation of ER calcium
homeostasis is closely linked to precise control of ER calcium leak channels permeability.
Indeed, ER calciuom concentration is an equi]ib-riu.m between ER calcum entry ﬂlrough
SERCA pumps and calcium leak via opened calcium leak channels. These channels, involved
in ER stress transduction pathways, are not yet characterized in pancreatic beta cells. Gwiazda
et al. pointed out a direct link between ER caldum decrease with ER stress in human islets and
MING murine beta cells [23]. However, the molecular mechanisms of calcium dysregulation
during ER stress in beta cells are still unknown. Therefore, the modulation of ER calcium per-
meability during UPR could be a useful way to better understand ER calcium involvement in
UPR in physiological and pathological conditions especially in type 2 diabetes.

In previous studies [24,25], we have shown that translocon, a complex involved in protein
translocation during translation [26], is an ER calcium leak channel in human cancerous pros-
tatic cells. Translocon has also been demonstrated to act as a caldum leak channel by other
groups and in several cell types: in Xenopus oocytes [27]; in rat liver microsomal vesides [28];
in Sec61 proteoliposomes obtained from dog pancreas [29,30] and in mouse pancreatic acinar
cells [31]. Recently, we further demonstrated that ER calcium depletion by thapsigargin (an
inhibitor of SERCA pumps and an ER stress inducer) occurs mainly via translocon, which is
also implied in the unfolded proteins retro-translocation for their degradation by the 2685 pro-
teasome [32]. This process is called ERAD for ER -associated degradation [33]. In parallel to ER
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protein retro-translocation through translocon, calcium may follow the same way. In this
study, we investigated for the first time the functionality of translocon in the calcium homeo-
stasis of pancreatic beta cells and its involvement in palmitate-induced alterations of both
human pancreatic islets and murine beta cells.

Material and Methods
Islet culture

Human pancreatic islets from & non-diabetic donors (Table 1) were obtained through the
Geneva European Consortinm for islet transplantation (ECIT) and Grenoble Cell Therapy
Unit (UMTC). The use of human islet preparations for experimental research was approved by
the Institutional Review Board for clinical research of the Departments of Neurology, Derma-
tology, Anesthesiology and Surgery of the University Hospital of Geneva (CER Nr. 05-028).
The Geneva University Hospital ethical institution waived the need for consent from the
donor. Islets were used for experimental research only when not suitable for clinical purposes
and with the intention to be destroyed. In such cases, obtaining informed consent is not man-
datory in Europe. Tissues samples were not procured from a tissue bank. Our ethical review
board of Lyon-Sud Medicine Faculty specifically approved this study.

Islets (purity 80%) were processed as described previously [34], and cultured in a DMEM
medium containing 5.5 mM glucose and 5% (vol.jvol.) SVF. For treatments, islets were incu-
bated with either BSA or palmitate/BSA (6:1, 500uM) during 48h, in presence or absence of
anisomycin (200nM or 500nM).

MINGB1 culture

Murine beta cells MIN6B1 (provided by Dr. Jun-Ichi Miyazaki, OUMS, Osaka, Japan) were
cultured in DMEM medium containing 15% SVF, 2 mM glutamine, 100U/ml penicillin, and
100mg;/| streptomycin.

Insulin secretion study

At the end of the 48h incubation peﬁod. islets werekept at 37°C for 45 min in DMEM 5.5 mM
glucose and 5% SVF. To assess insulin basal secretion, 50 islets were incubated in KRBH con-
taining 5.5 mM glucose, 5% SVF during 45 min then challenged with 16.7 mM glucose, 5%
SVF toassess glucose-stimulated insulin release (GSIS) as previously described [34]. Insulin
was quantified using a highly specificimmuno-radiometric assay (IRMA) (Bi-insulin IRMA,

Table 1. Characteristics of human islet donors.
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Cis-Bio International, Gif sur-Yvette France). Islet proteins were used to normalize the secre-
tion values. So insulin expression was expressed in mU/L/pg Prot /H. The quality of the islets
was assessed by the high 15.5/5.5 mM Glucose stimulated insulin secretion (4.09 £0.88 mU/L/
pg Prot/H). Due to the high inter-islet variability of insulin secretion (5.5mM glucose basal
range: 170-1761 mU/L; 16.5 mM glucose stimulated range: 1410-8786 mU/L), final results
were expressed in % of control condition.

Adenoviral constructions and cell infection

Recombinant adenoviral constructs carrying the cDNA of GRP78 was a generous gift of Tat-
suro Koike, (Hokkaido University, Sapporo, Japan). Adenovirus was amplified in HEK293 cells
and purified on a cesium chloride gradient (7.5x10° IFU/uL). Recombinant adenoviral con-
structs carrying the cDNA of Renilla Ludferase (control;10® IFU/mL) and D4-ER (5.7x107
IFU/mL) were generous gifts of Etienne Lefai (INSERM 1060). Infections of MINGBI cells
were performed in complete medium.

Transfection

GRP78 silencing was performed using siGRP78 (5-GGAGCGCAUUGAUACUAGA-3) in
MINGB1 cells. Control siRNA (siL.uc) experiments were performed by transfecting siRNA
against luciferase (5'-CUUACGCUGAGUACUUCGA -3; Dharmacon). Transfection was per-
formed with jetSI ENDO (Polyplus Transfection, lllkirch, France). Protein knodkdown was
measured after 48H using Western blot assay.

Intracellular calcium measurements

To measure intracellular caldum concentration dynamics, experiments were performed using
the membrane-permeable calcium-sensitive dye Fura-2 AM, as detailed previously [34] in
human islets of Langerhans and MINGB1 cells. All experiments were done in caldum-free
medium.

To assess translocon involvement in cellular calcium homeostasis in human pancreatic islets
and MINGB1 cells, thapsigargin (1 pM) was used as SERCAs blocker, leading toa almost full
calcium leakage from the ER to the cytosol. The subsequent increased Fura-2 fluorescence was
attributed to the ER calcium content, Puromydn (200 pM}), a specific translocon opener
[24,25], was used alone to determine if translocon opening fadlitated ER calcium leak. To ver-
ify that this ER caldum liberation was due to translocon calcium activity, we pretreated cells
with anisomydn (200 pM), a specific translocon blocker, which abrogated puromycin action,
Anisomydn was added 30 minutes before puromycin incubation.

Calcium response to chronic treatment of anisomycin (200 nM) and/or puromydn (200
nM), (IC50 = 10pM; delay = 130s+/-10 for both) was obtained by culturing both MIN6B1 and
human islets, in their respective cultured medium, during 48h. The concentrations used, in
both acute and chronic conditions, are in accordance with those of our previous work [32].

Anisomydn was added 30 min before puromycin stimulation.

Measurement of ER luminal Ca®*

ER Ca’" in MINGB1 cells was measured with FRET -based genetic sensors (D1ER or Ad-D4ER)
by following live single-cells approach using a widefield microscopy system (Leica Microsys-
tems, France). For Ad-DMER, cells were infected with the virus particles 48 hours before the
experiment while in case of D1ER cells were co-transfected with D1ER plasmid and the respec-
tive siRNA in order to use the D1ER as a Ca”* sensor on one hand and as a transfection marker
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on the other hand. All experiments were performed in a nominal Ca®*-free KRB solution with
or without thapsigargin addition as described for FURA-2 AM experiments. Both the sensors
were excited at a wavelength of 430 nm and emissions were collected at 480 nm and 530 nm.
Data was acquired using the MetaFluor Imaging software (Leica Microsystems, France) and
analyzed with MS Excel and Graphpad Prism softwares to correct for background and
photobleaching.

Quantification of MBNAs

Total mRNA samples were prepared as previously described [34]. To monitor ER stress mark-
ers, we measured mRNA levels of glucose response protein 78 (GRP78), X-box binding pro-
tein-1 (spliced XBP1 and total XBP), activating transcription factor 4 (ATF4), and C/EBP
hoemalogy protein (CHOP). We also measured SEC6 Lo, one of the most expressed subunits of
the translocon, to evaluate translocon expression modifications in our conditions. Values were
normalized using TATA box binding protein mRNA (TBP). Primers are listed in 51 Table,

Caspase activation

Caspase -2 to 10- activation was measured with the Homogeneous Caspases Assay (Roche
Diagnostics, Manheim, France), following the manufacturer instructions. Human islets were
cultured in black-walled-96-well microplates. At the end of treatment, free Rhodamine-110
concentrations were determined in a plate-reading luminometer (hex = 485nm,

dem = 510nm).

Statistical analysis

Data are given as means + SEM. Statistical analysis were performed using the unpaired Stu-
dent's t-test (for 2 groups) or by 2-way analysis o f variance (ANOV A) followed by a Newman-
Keuls post test (for groups of 3 or more). A value of p<<0.05 was considered to be statistically
significant. Origin computer program (Microcal Software, Inc., Northampton, MA, USA) and
Graphpad Prism were used for calcium concentration curve generation and statistical analysis.

Results

We both used anisomycin and puromydin to respectively dose and open translocon as previ-
ously described [24,25,32]. As anisomycin is an antibiotic that inhibits protein translation at

high concentration, we checked by dose-dependent assay that it does not inhibit protein syn-
thesis during chronic treatments. Anisomycin did not affect protein translation until 0.5 pM

and reduced it by more than 50% at 1 and 2 pM (S1 Fig).

Translocon is functionally involved in beta cell calcium homeostasis

ER is a major internal caldum storage organelle in beta cells, which acts as a calcium buffer
that regulates calcium -dependent signaling in the cytosol. As we hypothesized that translocon
could be involved in global calcium homeostasis of beta cell as an ER calcium leak channel, we
first measured puromycin action on ER caldum content in human isets and in MIN6B1 cells.
Cytosolic calcium was thus evaluated using the ratiometric Fura-2 AM probe, each ER caldum
release would be seen by an increase of the Fura-2 ratio signal. This method is commonly used
to appreciate ER calcium content [32]. Another benefit of Fura-2AM is also to directly measure
a ratio which allows to quantitatively compare the effects of treatments on the resting cytosolic
calcium concentration and on the ER calcium content [32]. In human islets, puromycin
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Fig 1. Puromycin and anisomycin acute effects on calcium homeostasis in human islets. Puromycin
and anisomcyin effects were evaluated in 4 different human islets preparation (44 different cells) (a-e).
Typical cytosolic calcium traces in response to 200 pM thapsigargin (a) orto 1 pM puromycin (b) under
control conditions and after 30 min incubation with 200 pM anisomycin. Cumulative data of peak cytosolic
cakium increases evoked by puromycin responses undercontrol conditions and with anisomycin 200 pM (g).
Cumulative data of peak cytosolic calcium increases evoked by thapsigamin responses (d) and (e) resting
fluorescence (F340/F380) undercontrol conditions + purcmycin oranisomycin pretreatment. *p=0.05,
*#p<0.01. Measures wen assessed ina calcium-free madium. Preparations were done in duplicate.
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induced an increase in cytosolic caldum concentration. This effect was partly abolished by a 30
min pretreatment with anisomycn (Fig 1A and 1C).

We next investigated the reticular caldum pool by comparing the amplitude of calcium
peak obtained after adding thapsigargin (Tg) (a SERCA inhibitor) in a calcium-free medium,
with puromycin (200pM) and/or 30 minutes pretreatment with anisomycin (200uM) of
human islets and MIN6B1. As expected, Tg elicited a transient cytosolic calcium increase in
human islets (Fig 1A and 1D). Puromycin pretreatment significantly reduced Tg-induced ER
calcium release as compared to control conditions (Fig 1B and 1D). Anisomycin alone was
ineffective in Tg response (Fig 1A and 1D). Puromycin, combined with anisomycin, failed to
decrease Tg response (Fig 1B and 1D). These results suggest that puromydn pretreatment
partly depletes ER calcium content via opening of the translocon leading to a decrease in Tg-
induced ER calcium release. We finally checked the impact of puromycin and anisomydn on
the resting calcium concentration and found that the basal calcium level remained similar to
control conditions in human islets, whatever the pretreatments were (Fig LE).

Next, we performed similar experiments in MING6B1 cells, and found that puromycin
(200 pM) also induced an ER caldum release, which was inhibited by anisomycin pretreatment
(200 pM; S2 Fig). Resting caldum concentrations were not affected by the different pretreat-
ments (32 Fig). As observed in human islets, the Tg-induced ER calcium release was signifi-
cantly decreased by puromycin pretreatment as compared to control conditions (52 Fig).
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To exclude the hypothesis that the [Ca®" ], decrease induced by puromycin was mediated
by agonist-activated Ca”" release channels, we perfused the IP3 receptor inhibitor (xestospon-
gin C; 3 pM) and the ryanodine receptor inhibitor (ryanodine; 50 pM) in MINGBI cells. The 53
Fig illustrates the effect ofpurom}fcin alone ( 100£20.03%; control condition; n = 12 cells) or in
the presence of anisomycin (24.78+7.12%; p<0.001 vs. puromycin; n = 14 cells) in MIN6B1
cells. We have not observed a significant modification of puromycin effects on ER caldum
release with ryanodine (66.1+9.93% vs. control; p = N§) and xestospongin C (73.03210.2% vs.
control; p = NS) (53 Fig).

To further characterize the involvement of TLC in ER Ca®* leak, we directly measured the
luminal ER Ca®* using genetically-encoded FRET based sensor which are targeted to ER with
high effidency (54 Fig). After 48 hours of Ad-D4ER infection MING6B1 cells were pre-treated
with anisomycin for 20 minutes and compered with non -treated cells. Anisomydn was kept
throughout the acquisition period. Afteran initial measurement of basal FRET ratio cell were
treated with TG in order to estimate the leak-mediated ER Ca** depletion (S4(A) Fig). In agree-
ment with cytosolic Ca™ data, anisomydn treatment effectively suppressed the TG-induced ER
Ca** depletion as displayed by a significant reduction in the A[Ca** ] before and after TG stim-
ulation (54(B) Fig). However, these results can bean outcome of a low ER Ca™* content due to
anisomycin treatment. In order to answer this question we measured the resting levels of luminal
ER Ca’* by using the same data set. Interestingly our analysis revealed an increase in the basal
ER Ca®" in anisomycin group (54(C) Fig) highlighting an effect of anisomycin on the resting ER
Ca*" levels probability due toan inhibition of Ca* leak under basal conditions in this cell type.

Altogether, these results clearly illustrate that translocon is a functional ER calcium leak
channel in both human islets and murine beta cells.

Translocon inhibition partially prevents palmitate-induced reticular
calcium depletion

As mentioned earlier, ER stress is linked to ER calcium deple‘l‘inn. In this context, we wanted to
know if pharmaceutical modulation of translocon opening could modify ER caldum content
in a long-term manner in both control and palmitate-treated conditions. To establish the char-
acteristics of the intracellular calcium pools, we first analyzed the resting concentration in cyto-
sol of human islets exposed to palmitate (500 pM) with or without anisomycin (200 nM). We
observed that chronic treatment (48h) with palmitate did not change resting calcium as com-
pared to control conditions in human islets (Fig 2A). Chronic addition of anisomydn has not
altered resting calcium in control condition in human islets (Fig 2A). Resting caldum in
human islets exposed to palmitate and anisomycin was similar compared to palmitate condi-
tion (Fig 2A and 2C). After Tg stimulation, reticular calcium concentration was reduced in
human islets exposed to chronic palmitate treatment (Fig 2B). Addition of anisomydin partially
restored reticular calcium content (Fig 2B). Anisomycin did not modify ER calcium content in
basal conditions (Fig 2B and 2D)),

Similar results were obtained in murine pancreatic beta cells MINGB1 treated by palmitate
(S5 Fig).

We previously modulated the permeability of translocon using pharmacological com-
pounds. One way would have been to inhibit Secé1w expression using siRNA. Nevertheless, as
Sect 1o is one of the major subunit of the translocon, the decrease of its expression is deleteri-
ous for protein synthesis and cell survival. So, as shown in 56 Fig, we then overexpressed
GRP78 (also called as Bip) using adenoviruses in Min6B1 cells. GRP78 is present in the ER
lumen where it interacts with many other proteins in the lumen and/or ER membrane indud-

ing translocon [11,17]. By binding the luminal side of translocon it has been proposed to block
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Fig 2. Translocon inhibition partially prevents palmitate-induced reticular calcium depletion.
Quantification of flucrescence matic (F340/F380) of resting calcium (a) and of reticular calcium release
induced by 1 uM thapsigargin (b)in 4 different human islets preparations (11 cells per preparation) under48h
BSA |white bar) + anisomycin (grey barsand palmitate (black bar)conditions + anisomycin (hatched bars).
*p<0.05, **p=<0.01.

doi:10. 137 1oumal pone. 0148686, 6002

the ER Ca™" leak [32,33]. We used a Renilla Luciferase-adenovirus as a control. Resting caldum
concentration is not modified by GRP78 overexpression neither in BSA nor in palmitate condi-
tion (86 Fig). ER caldum content was appreciated using TG response. As expected, palmitate
treatment decreases ER calcium concentration (56 Fig). GRP78 overexpression is here ineffec-
tive to significantly restore ER calcium content. Quantitative analysis of GRP78 expression was
appreciated using Western blot (57 Fig). We also checked siRNA-mediated knock-down of
GRP78 (S8 Fig). We did not notice any differences between ER calcium content in control and
in siRNA treated cells using ad-D4ER or Fura-2 (data not shown).

Translocon expression is not modified by palmitate

The translocon complex is composed of several protein complexes. One of which is Sec6le
and is involved in the structure of the pore. Here, we measured whether palmitate (500 pM)
and/or anisomycin (200 nM ) treatments could alter the SEC61a mRNA expression. Palmitate
did not modify SEC61la mRNA expression in human islets (91.38+3.89% vs. control; p = NS).
Anisomydn alone or in combination with palmitate did not modify Sec6lc mRNA expression
(94.18+1.97% vs. control; p = NS). Anisomycin in basal conditions did not have any effect on
this expression (109.37£22.27% vs. control). These data suggest that the anisomydn capacity
to restore ER calcium content under palmitate stress could not be attributed to major variations
in the translocon mRNA expression.

Translocon inhibition partially modulates palmitate-induced ER stress

As palmitate is a cause of ER stress in beta cells, we investigated the capacity of anisomycin
(200 nM) to reduce the ER stress in pancreatic beta cells in response to palmitate (500 uM).

Human islets, cultured for 48h in presence of palmitate, showed a significant increase of
both GRP78 (Fig 3A), CHOP (Fig 3B) and XBP1s (Fig 3D) mRNA levels, whereas ATF4 was
not modified (Fig 3C). Anisomycin had no effect on ER stress markers mRNA expression in
basal conditions but significantly reduces GRP78 and CHOP mRNA levels in palmitate condi-
tions in human islets (Fig 3A and 3B).

Palmitate treatment does not activate caspase activity in human islets

To assess survival of cells, we next evaluated caspase activity via free Rhodamine- 110 measure-
ment in human islets cultured in BSA or palmitate (500 pM) conditions in presence or absence
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Fig 3. Translocon inhibition partially modulates palmitate-induced ER stress. ER stress mANA expression matkers wemne measured after 48h BSA
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of anisomycin (200 nM). No caspase activation was significantly induced by palmitate in the
tested set of human islets in our culture conditions (119.97+16.96% vs. control; p = NS) and
anisomycin treatment did not modify caspase level in both basal and palmitate conditions
(103.23£8.6% and 143.34+16.60% vs. control respectively; p = NS).
Anisomycin restores GSIS in palmitate condition in human islets
We finally measured the beta cell function in our conditions, Palmitate (500 pM) significantly
reduced the glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) in human islets (59.33+10.41% vs.
control; p<0.01) (Fig 4). Interestingly, the inhibition of translocon opening by anisomydn
treatment completely prevented the palmitate-induced dysfunction of human islets (133.17
+32.90% vs. 59.33+10.41% p<0.05) ( Fig 4). Anisomycin did not modified GSIS in basal condi-
tions (92.96+6.01% vs. control; p = NS).
Discussion
In type 2 diabetes, prolonged exposure to FFAs contributes to insulin resistance and beta cell
dysfunction [35, 36]. These data are reinforced by the last results from the large longitudinal
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Fig 4. Anisomyecin restores GSIS in pamitate condition in human islets. GSIS were measured after 48h
BSA (white bar) + anisomycin (200 nM; grey bars) or palmitate (black bar) treatment + anisomycin (200 nM;
hatched bars) in & human islet diferent preparaticns. *p<0.05.
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prospective study of the EPIC-InterAct case-cohort showing a positive assodation between
plasmatic palmitic acdd and inddence of type 2 diabetes [37]. Saturated FFAs, either through
oversupply or inappropriate metabolism in the beta cells appear to be one of the primary trig-
gers. Nevertheless, the molecular mechanisms involved in this pathology remain poorly under-
stood [38]. Lipotoxicity isassociated with ER caldum depletion and ER stress [39]. An increase
in ER calcium efflux first depletes the stores, secondly induces ER stress and finally triggers
apoptosis [40]. There is so a need to identify by which pathways calcium leaks from the ER of
pancreatic beta cells submitted to lipotoxidty in order to find out drugs to restore ER caldum
homeostasis. In addition, knowled ge of modulation of ER caldum efflux during lipotoxidty
would be useful for a better understanding of the ER calcium involvement in type 2 diabetes.
This current study provides several important advances in this context.

‘We, and other groups, have demonstrated in several models that translocon is an ER cal-
cium leak channel [24,2527-31]. In addition, we have also shown that translocon is an ER cal-
cium leak channel involved in ER calcium depletion in human cancerous prostatic cells in ER
stress conditions [24]. This last study highlights the potential role of translocon in physiopa-
thology. Translocon is an ubiquitous multiproteic complex also implied in protein translation
and protein retro-translocation from the ER lumen to the cytosol, to be addressed to their tar-
get location. Accumulation of unfolded proteins leads to ER stress and UPR [17]. These
unfolded proteins are retro-translocated from the ER lumen to the cytosol, through the translo-
con, and degraded by the proteasome [41,42]. ER stress is largely investigated currently in the
literature and is shown to be central in a lot of cells integrated answers to glucolipotoxicity
[43]. Furthermore, it is well established that under resting conditions, GRP78 {also called BiP)
binds to the luminal part of ER membrane proteins like IRE1, PERK and ATF6, involved in
UPR pathway (for review, see [11,17]). GRP78 is also known to seal the pore of the translocon
[44] and so possibly inhibits ER calcium leak [32]. Accumulation of unfolded proteins induces
ER stress, so GRP78 is released from IRElw, PERK, ATF6 and then triggers the UPR response
and probably enhances ER calcium depletion.

In the present work, we hypothesized that translocon could be one of the ER calcium leak
channel involved in ER caldum depletion in pancreatic beta cells in physiologic and lipotoxic
conditions. We found that its inhibition in lipotoxic conditions maintains beta cell calcium
homeostasis and restores insulin secretion in human islets. Interestingly, a point mutation in
mice was shown to be responsible for the development of type 2 diabetes [45]. Lloyd and coll.
have demonstrated that insulin insufficiency was due to ER stress-induced apoptosis [46]. This
interesting article highlights the fact that Sec6 1o, and so the translocon, appear to be involved
in ER homeostasis in beta cells. Any perturbations of translocon either due to a mutation [47]
or to pharmacological modulation (present work) may have important consequences in beta
cell functions.

ER homeostasis is linked to regulation of its luminal calcium concentration, resulting from
aright balance between intracellular caldum pumps and passive caldum leak channels. We
demonstrate here that translocon acts as a functional ER calcium leak channel in pancreatic
beta cells by measuring, in MINGB1 cells and in human islets, a significant ER caldum deple-
tion in response to acute perfusion of puromycin, which was abrogated by anisomycin. Aniso-
mycin and puromycin did not modify the resting calcium concentration in the both models.
Puromycin-induced ER caldum depletion in beta cells is specific to translocon as demon-
strated in other cell types [24,320,31]. Indeed, previous inhibition of ryanodine receptors or IP;
receptors did not change either puromycin action on ER calcium content or its inhibition by
anisomycin. These results highlight the involvement of translocon in ER calcium homeostasis

as a functional reticular calcium leak channel in beta cells. In future studies, luminal and
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mitochondrial targeted calcium probes will help to precise the fine tuning that operates on
translocon.

ER calcium homeostasis is involved in many cellular functions like ER stress and apoptosis
in beta cells [46]. We first measured the long-term effects of palmitate on ER caldum content
and the putative ability of anisomycin to maintain ER calcium homeostasis and beta cell func-
tion. Chronic palmitate treatment induced an ER calcium decrease and anisomycin partially
protected ER caldum stores from depletion in human islets. We obtained similar results in
murine pancreatic beta cells MINGBE1 treated by palmitate. GRP78 overexpression also did not
change the resting caldum concentration in MinéB1 cells in control and in palmitate condi-
tions. As expected, ER calcium content was enhanced in Min6B1 cells overexpressing GRP78
in control condition: GRP78 seals the pore of translocon and then reduces basal calcium leak.
Nevertheless, this effect was not observed in chronic palmitate conditions. This may be due to
anot enough effective GRP78 overexpression in our experimental conditions. To our knowl-
edge, these data demonstrate for the first time that palmitate-induced toxidty may enhance ER
calcium depletion via translocon. However we must noticed some limitations of the use of
modulations of GRP78 expression. It was previously shown that overproduction of the ER
chaperone GRP78 partially protects against the effects of palmitate in MING cells [47] on ER
stress effectors as Chop and XBP1.Therefore the overexpression of GRP78 could affect not
only the activity of the translocon but will also improve ER homeostasis and attenuate ER
stress. It would be very difficult to distinguish between the effects on the activity of the translo-
con and the general improvement of ER homeostasis.

To go further, we next measured the action -Dfpz]mitate and anisomycin on SEC6 e 1
expression. Recently, Cnop et al. [48] examined the transcriptome of human islets submitted
to palmitate. Among all the genes studied, expression levels of transcripts for SEC61ct 1 and
GRP78 were enhanced, highlighting the importance of translocon in lipotoxic islets. In our
study, we did not notice an enhancement of the amount of mRNA for SEC61w 1 whatever the
experimental conditions. We hypothesized that anisomycin benefidal effects on ER caldum
content is due to a direct action on its caldum activity and not its expression. Furthermore, we
verified that anisomycin did not altered translation in a dose-dependent experiments. This
result indicates that translocon is still functional for protein translation and could liberate cal-
cium from the ER to the cytosol each time a protein is going through its pore.

‘We investigated the other arms of ER stress. Human islets were cultivated in mild palmitate
chronic conditions to try to mimic first phase of type 2 diabetes [35,36,49]. Human islets
showed an ER stress with mRNA overexpression of GRP78, known to allow UPR, and of
CHOP and of XBP1s, ATF4 was not overexpressed under these conditions. These results on
human islets, are in accordance with those from Boslem ef al. showing in MING cells that mild
palmitate chronic treatment activated preferentially some ER stress pathways rather than oth-
ers [50].

Our model of human islets treated with palmitate displayed an up-regulation of GRP78 and
unspliced/spliced XBP1 with elevated levels of CHOP which is considered the activator factor
of apoptotic pathways elicited by ER stress. In accordance with the fact that caspases were not
activated by palmitate treatment in our conditions, we conclude that we have induced a mild
ER stress in human islets as observed in the first phase of type 2 diabetes. We speculate that in
the long term, calcium depletion and ER dysfunction could have a detrimental effect on beta
cell survival. Indeed, a recent study has demonstrated that Ca®* depletion induced by thapsi-
gargin is associated with activation of ER stress, causing upregulation of both GRP78 and
CHOP, eventually inducing cell death [51].

Anisomycin partially improves the reticular caldum concentration and was able to prevent
palmitate-induced ER stress at GRP78 and CHOP mRNA levels. It is also interesting to notice
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that, however ER calcium is largely decreased, certainly participates to the moderate ER stress
we observed, but is not sufficient to induce a caspase-dependent apoptosis. This suggest that
ER calcium maintenance is crucial for the physiology of the cells but not necessary sufficient.
Furthermore, recent studies suggested that whether calcium and ER function are tightly linked,
there are possibilities for independent actions in pancreatic beta cells [50].

Chronic palmitate treatment is also known to inhibit glucose-induced insulin release [52].
As expected, we observed that mild chronic palmitate treatment reduces GSIS in human islets.
We further observed in this study that anisomycin partly prevented ER calcium depletion.
Therefore, we guess, in accordance with the literature, that restorations of ER calcium homeo-
stasis should allow suitable insulin secretion in response to glucose and ER calcium liberation
[43,53]. This was confirmed in human islets where beta cell function was protected from dele-
terious effects of lipotoxicity in presence of anisomycin. Anisomycin inhibition of ER caldum
depletion suggest that beta cell dysfunction due to lipotoxicity should be mainly triggered by
ER. calcium depletion rather than an increase in cytosolic calcium concentration. These results
are in accordance with data showing that SERCA mRN A expression was not affected by FFAs
and that there was neither ER stress induction nor impairment of glucose tolerance in SERCA3
—/-mice indicating that SERCA3 might not be a culprit in the etiology of T2D as previously
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suggested (see[52] for review). Indeed, we did not notice any lasting increase in cytosolic cal-
cium concentration in cells treated with palmitate and anisomycin. However, cytosolic calcium
increase due to increased ER calcium leak in lipotoxic conditions [23] could have effects on
beta cell function as GSIS. Anisomydn, by translocon inhibition could also act on this
phenomenon.

Interestingly, trandocon inhibition restores ER calcium concentration improvement and
insulin secretion in human islets submitted to lipotoxic conditions without affecting all the
ways of ER stress. This is an original case of partial dissociation of ER calcium homeostasis and
ER function that could help to better understand how calcium regulation by the ER preserves
insulin secretion in pancreatic beta cells.

To our knowledge, this is the first study to show that the translocon is implicated in both
the global calcium homeostasis in pancreatic beta cells, and in lipotoxicity-induced beta cell
dysfunction. Its inhibition resulted in improved calcium homeostasis, ER stress and insulino-
secretion in human islets as illustrated (Fig 5).

Taken togeﬂler. these results suggest that the control of caldum homeostasis by translocon
inhibition could be a new strategy for preventing and treating type 2 diabetes as a part of com-
binatorial approaches that might be required to preserve or restore beta cell function as
recently conduded in Concensus Statement on type 2 diabetes [54].

Supporting Information

S1 Fig. Anisomydn dose-responses in MINGB1 cells. Quantitative analysis of protein expres-
sion. (a) Western blot from a representative experiment. (b) Analysis of protein expression
{(n=3). MIN6B1 were cultured in control conditions during 24h without or with increasing
anisomycin concentrations (0.1 to 2 pM; shading grey bars). ** p<0.01.

(PPTX)

S$2 Fig. Puromycin and anisomydn acute effects on calcium homeostasis in MING6B1 cells.
Puromycin and anisomcyin effects were evaluated in 4 different preparations of MINGE1

(51 to 82 different cells) (a-e). Typical cytosolic caldum traces in response to 200 pM puromy-
cin (a) or to 1 pM thapsigargin (b) under control conditions and after 30 min incubation with
200 pM anisomycin. Cumulative data of peak cytosolic caldum increases evoked by puromycin
responses under control conditions and with anisomydn 200 pM (). Cumulative data of peak
cytosolic caldum increases evoked by thapsigargin responses (d) and (e) resting fluorescence
(F340/F380) under control conditions £ puromycdin or anisomycin pretreatment. *p<0.05,
“*p<0.01. Measures were assessed in a calcium-free medium. Preparations were done in dupli-
cate.

(PPTX)

$3 Fig. Puromycin and anisomydn modulate specifically caldum release from translocon
in MIN6B1 cells. (white bar) Puromycin (200pM) induced an ER calcium release (n = 12).
(black bar) Anisomycin (200pM) inhibited puromycin induced calcium release when added 1h
before puromydin (n = 14). (dark grey bar) Puromycin (200pM) induced a calcium release in
presence of ryanodine (50pM) added 1h before puromycin (n = 8). (light grey bar) Puromycin
(200pM) induced an ER caldum release after treatment with xestospongin C (3pM) (n= 8).
Data were obtained from 3 different experiments. Statistical analysis were done with an Anova
test *p<0.05, *p<0.01, **p<0.001.

(PPTX)

$4 Fig. Dynamic changes in ER Ca®" in MIN6B1 cells, under resting conditions and after
stimulation with thapsigargin (TG; 1 pM), were monitored after a 20 min pre-treatment
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with or without anisomycin (200 pM) using Ad-D4ER. Anisomycin was also present during
the measurement period. (a) Average traces (black: control, grey: anisomycin) of ER Ca** (Rf
Rg) are shown as FRET ratio (R:YCFP/CFP) after correction of background/photobleaching
and normalization with the basal FRET ratio (Rg) (n =90 & 99 cells for control and anisomycin
respectively). (b) Analysis of the statistical differences (A,_) in ER Ca®* before and after TG
treatment reflecting the amount of Ca”* released from FR. (c) Resti ng ER Ca”* data extracted
from the basal FRET ratio before normalization with Rg. The bars in panels (b) and (¢) repre-
sent mean ratio + SEM. ***p =0.0001, *p =0.02 for anisomycin vs control.

(TIF)

S5 Fig. Chronic effects of palmitate and anisomycin treatments on calcium homeostasis in
MING6B1 cells. Quantification of fluorescence ratio (F340/F380) of resting calcium (a) and of
reticular calcium release (b) induced by 1 uM thapsigargin in MINGB1 cells under BSA (white
bar) + anisomydin (grey bars) and palmitate (black bar) conditions + anisomycin (hatched
bars). *p<0.05, **p<0.01. N = 33-44 at least from 3 independent MING cultures; preparations
in duplicate.

(PPTX)

86 Fig. Cytosolic Ca™ measured in MIN6B1 cells upon GRP78 overexpression using Fura-
2 AM. (a) Typical cytosolic caldum traces in response to 1 pM thapsigargin. Cumulative data
of (b) resting fluorescence (F340/F380) and (c) peak cytosolic caldum increases evoked by
thapsigargin responses under control conditions (BSA) or palmitate pretreatment. *p<0.05,
<001, " p=0.001. Measures were assessed in a calcium-free medium. Preparations were
donein triplicate (n = 55-66 cells).

(PPTX)

§7 Fig. GRP-78 adenovirus dose-responses in MINGB1 cells. Quantitative analysis of protein
expression. (a) Western blot from a representative experiment. (b) Analysis of protein expres-
sion (n = 3). MINGB1 were cultured in control conditions during 48h without or with increas-
ing GRP78-adenovirus concentrations (0.1 to 2, pl). *** p<<0001;** p<0.01;* p<0.05.
(PPTX)

S8 Fig. GRP-78 protein knock-down in MIN6B1 cells. Quantitative analysis of protein
expression. (a) Western blot from a representative experiment. (b) Analysis of protein expres-
sion (n = 3). MINGBI1 were cultured in control conditions during 48h without or with GRP78
SiRNAs. ** p<0.01.

(PPTX)

S1 Table. Primer sequences used for gRT-PCR.
(DOCX)
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Beaucoup d’effort se porte actuellement sur des moyens thérapeutiques permettant
de potentialiser la sécrétion d’insuline ou d’empécher I'apoptose des cellules B lors du
diabéte de type 2. Il est donc important de définir de nouvelles cibles thérapeutiques et de
comprendre dans son ensemble les acteurs précis de la sécrétion d’insuline dans la cellule B

pancréatique en condition physiologique ou physiopathologique.

L'altération de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose observée au cours du
diabéte de type 2 est I'événement clé dans la physiopathologie de cette maladie complexe.
Les mécanismes sous-jacents a la dysfonction B pancréatique commencent a étre élucidés,
avec un role majeur des phénomeénes de gluco-lipotoxicité. Ainsi, il est important de mettre
en évidence de nouveaux mécanismes et des processus précis de I'altération de la sécrétion
d’insuline, pour pouvoir identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. Les altérations liées a
la glucotoxicité due RE et de la mitochondrie sont déja bien définies mais aucune étude a ce
jour ne s’était intéressée au fait que ces dysfonctions puissent étre liées ou indépendantes.
Les MAMs sont au centre des échanges calciques et lipidiques entre les organites et

pourraient contréler par ce biais le métabolisme cellulaire de la cellule B.

L'objectif de ma thése était donc de déterminer le réle des MAMs dans la sécrétion
d’insuline et dans la dysfonction de la cellule B au cours du diabéte de type 2, en travaillant

sur des Tlots humains de donneurs sains ou sur une lignée d’insulinome de rat (INS-1E).

Au cours de celle-ci, j’ai pu démontrer que les MAMs étaient des acteurs importants
de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose par la cellule B dans des conditions
physiologiques mais aussi une plateforme de départ pour la dysfonction B pancréatique
inhérente a la glucotoxicité ou au développement du diabete de type 2 (Article 1). En effet,
alors que I'exposition aigue a de fortes concentrations de glucose stimule les interactions et
les échanges calciques entre le RE et la mitochondrie favorisant la sécrétion d’insuline,
I’exposition chronique (glucotoxicité) entraine un défaut d’échange calcique entre le RE et la
mitochondrie, malgré une augmentation des interactions entre les 2 organites. Autrement
dit, I'augmentation des MAMs pourrait compenser la demande énergétique excessive, mais
cette augmentation n’est pas fonctionnelle lors de la glucotoxicité car les transferts calciques
sont séverement diminués entre les 2 organites. Ce défaut, probablement lié a la

perturbation des stocks calciques du RE, participe ensuite au stress du RE et aux altérations
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de la dynamique et de la fonction mitochondriale, associés a la glucotoxicité, et in fine au
défaut de sécrétion d’insuline par la cellule B. Par conséquent, une perturbation
fonctionnelle des MAMs pourrait étre un évenement précoce dans la dysfonction de la

cellule 3 associée a la glucotoxicité.

Le role précis des MAMs dans la sécrétion d’insuline n’est cependant pas encore bien défini

et beaucoup de questions restent en suspens.

Questions :

- Comment les MAMs participent au contrdle de la sécrétion d’insuline en réponse au

glucose ?

- Quelle est I'implication de la dynamique mitochondriale dans le contréle de la sécrétion

d’insuline ?
- D’ou provient ce défaut de transfert calcique lié a la glucotoxicité ?
- Stress du RE ou stress mitochondrial, a qui la faute ?

- Glucotoxicité et lipotoxicité, des mécanismes similaires ou non ?
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Comment les MAMs participent au contrdle de la sécrétion d’insuline en réponse au

glucose ?

La sécrétion d’insuline en réponse au glucose, est tres finement régulée dans la
cellule B. La production d’ATP, I’'homéostasie calcique et la synthese d’insuline sont toutes
les trois au cosur des processus qui entrent en jeu dans cette sécrétion. La production d’ATP
est assurée par la mitochondrie, alors que le RE lui prend en charge la mise en conformation
de l'insuline et il est le stock intracellulaire de calcium. Les transferts calciques du RE vers la
mitochondrie sont essentiels pour la bioénergétique mitochondriale et permet a la
mitochondrie de produire d’avantage d’ATP (Bravo et al., 2011). Dans ce contexte, il n’a pas
été surprenant d’observer dans l'article 1 qu’en réponse a une stimulation aigue au glucose
de 30 minutes, les contacts et les transferts calciques entre les 2 organites étaient
potentialisés. Par conséquent, l'induction de la communication entre le RE et la
mitochondrie par le glucose est un facteur qui provoque probablement la stimulation de la
bioénergétique mitochondriale pour favoriser la sécrétion d’insuline. D’autre part, la
diminution des contacts entre le RE et la mitochondrie par la sous-expression de Grp75,
abolit presque totalement la sécrétion d’insuline en réponse au glucose. Ces résultats nous
apportent un nouveau réle potentiel des MAMs dans la voie de sécrétion de l'insuline.
Cependant les acteurs moléculaires précis du métabolisme glucidique qui entrent en jeu

dans une telle augmentation des contacts entre le RE et la mitochondrie restent inconnus.
Implication de la dynamique mitochondriale dans le contréle de la sécrétion d’insuline ?

La mitochondrie change continuellement d’aspect passant d’'une forme tubulaire a
un aspect ponctiforme en fonction de la demande énergétique. Le réle de tels changements
dans la sécrétion d’insuline n’a pas encore clairement été élucidé. Néanmoins, il semble tres
intéressant de noter qu’en réponse a une stimulation aiglie au glucose, la mitochondrie
fissionne ponctuellement pour redevenir tubulaire (Jhun et al., 2013). La forme fissionnée
des mitochondries pourrait permettre ainsi de faciliter leurs mouvements et leurs
distributions au sein de la cellule. J’émets I'hypothése que cette fission ponctuelle permet
ainsi le rapprochement des mitochondries dans des zones cellulaires nécessitant de plus
grandes quantités d’énergie. Cet état pourrait ainsi créer des pools intracellulaires d’ATP

ciblés par exemple pour la cellule B, proches de la membrane plasmique facilitant ainsi la
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sécrétion d’insuline en réponse au glucose. Il est maintenant bien établi que la surcharge
énergétique des cellules (exposition excessive aux lipides ou au glucose), provoque la
fragmentation des mitochondries, I'accumulation de dommages sur 'ADNmt et Ia
production de ROS (Picard and Turnbull, 2013). A [linverse, la carence en substrat
énergétique favorise I'élongation et la fusion des mitochondries tout en limitant
I'accumulation des dommages a I’ADNmt. La Mitofusine est au centre des processus de
fusion mitochondriale. L’exercice ou toute autre activité qui favorise la dépense énergétique,
augmente I'expression de la Mfn1/2 dans les muscles squelettiques (Cartoni et al., 2005;
Ding et al., 2010). Ces études montrent le réle important de la balance énergétique dans le
contréle de la structure mitochondriale pour optimiser la fonction mitochondriale en
fonction de la demande. En accord avec les travaux de Molina (Molina et al., 2009), nous
avons pu démontrer que I'exposition chronique des cellules B humaines et INS-1E a des
fortes concentrations de glucose provoque une fission mitochondriale corrélée a une
dysfonction des mitochondries. Néanmoins, ce modele un peu simpliste du « bon » (fusion)
et du « truand » (la fission) ne permet pas d’expliquer toute la complexité de la dynamique
mitochondriale. De mon point de vue, I'effet délétére se pose plutét sur I'incapacité des
mitochondries a subir des cycles de fusion/fission/fusion plutét que I'état de fission en lui-
méme. L'état de fission mitochondriale est néanmoins également associé a la mitophagie et
permet d’éliminer les mitochondries ayant accumulé des dommages, comme des ROS ou des
mutations de ’ADNmt. Une fois de plus, il faut dissocier les effets aiglies bénéfiques des
effets chroniques déléteres qui forcent le systeme a fonctionner et les mitochondries a

s’adapter avant de s’épuiser et de mourir.

Nous avons démontré (Article 1) que dans notre modele en condition controle (bas
glucose), toutes les cellules ne présentaient pas les mémes morphologies mitochondriales.
Par exemple, dans les flots humains a 5,5mM glucose, trés peu de cellules B présentaient un
aspect mitochondriale tubulaire (4% des cellules), la majorité (74% des cellules) des cellules
étaient en état « intermédiaire » (mi-fusionné, mi-fissionné) et 22% des cellules avaient des
mitochondries fissionnées. Néanmoins, aprés 48h de glucotoxicité, 59% des cellules
présentaient des mitochondries fissionnées. Ces données suggerent une certaine
hétérogénéité au sein du profil mitochondrial des cellules B. Ces résultats laissent

transparaitre une sensibilité différente des cellules B a la glucotoxicité, qui pourrait
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s’accorder avec le modeéle des cellules « pacemaker » et « follower » de Johnston (Johnston
et al., 2016). Nos données obtenues a I'aide du linker (qui force artificiellement les contacts
entre le RE et la mitochondrie), montrent que forcer les contacts pendant 72h provoque une
fission mitochondriale, de plus cette fission s’accompagne de mitochondries dites
« swollen » ou gonflées, ce qui apporte encore un niveau de profondeur dans la description
morphologique des mitochondries. Cet aspect des mitochondries est aussi retrouvé dans les
cellules B issues de coupes de patients atteints de diabéte de type 2 depuis plusieurs années
(Masini et al., 2017). Il n’existe donc pas qu’un seul type de fission, des études
complémentaires seraient nécessaires pour déterminer le role exact de la dynamique

mitochondriale dans la physiologie et la physiopathologie de la cellule B.

En outre, les transferts calciques ont tres récemment été impliqués dans I'induction
de la fission mitochondriale (Cho et al., 2017). Nos résultats corroborent cette hypothese car
nous observons que plus les mitochondries sont fissionnées, plus elles contiennent du
calcium (Article 1). Les MAMs dans ce contexte pourraient servir de plateforme pour
I'induction de la fission mitochondriale et pourraient assurer une activation plus forte de la

production d’ATP pour répondre a |'élévation de la glycémie.

D’ou provient ce défaut de transfert calcique lié a la glucotoxicité ?

Nous avons pu constater que la glucotoxicité induisait une augmentation des
contacts entre le RE et la mitochondrie mais que celle-ci était associée a une diminution des
transferts calciques entre les 2 organites (Article n°l1). Plusieurs hypothéses sont
envisageables pour expliquer ce défaut de transfert calcique. Cette altération peut étre la

conséquence de défauts cotés réticulaire, mitochondriale ou les 2 (Figure 41).
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Figure 41 : Causes possibles du défaut de transfert calcique en réponse a la glucotoxicité. 4

RE

hypothéses sont présentées, coté réticulaire, mitochondriale ou les 2.

Le RE constitue le réservoir calcique de la cellule, il est finement régulé par des
pompes de recapture, des canaux calciques de sortie et des protéines chaperonnes. Une
perturbation des stocks calciques réticulaires peut perturber les transferts calciques entre
les 2 organites. La diminution des stocks calciques réticulaires est une des caractéristiques
du stress du RE, dans notre modeéle nous avons observé une diminution fine des stocks
calciques (Cassel et al., 2016; Dejeans et al., 2010). La calnexine et la calréticule sont 2
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chaperonnes du RE qui régulent les concentrations de calcium dans le RE en agissant comme
des tampons pour le calcium, elles peuvent également réguler les pompes de recapture
SERCA (Rizzuto et al., 2012). De plus ces chaperonnes sont localisées aux MAMs (Hayashi
and Su, 2007). La calnexine contréle les oscillations calciques de par son interaction avec la
pompe SERCA2b et bloque les oscillations calciques cytosoliques (Roderick et al., 2000). A
I'inverse la surexpression de la calréticuline favorise I'augmentation des concentrations de
calcium dans le RE (Arnaudeau et al., 2002). L'augmentation de I'expression de la calnexine
et la diminution d’expression de la calréticuline pourraient expliquer la déplétion calcique
liée a un défaut d’oscillations calciques dans notre modeéle. Malgré tout, la diminution des
stocks calciques réticulaires observée dans notre modeéle est modeste et ne peut pas a elle
seule probablement pas expliquer le défaut drastique de transfert calcique, mais pourrait y
contribuer. Les stocks calciques sont également régulés par le translocon, un canal de fuite
réticulaire. Comme démontré dans I'article 2, le translocon a un rdle important dans la mise
en place de la diminution des stocks calciques réticulaires lors de la lipotoxicité. Dans ce
contexte il ne serait pas surprenant que le translocon soit aussi impliqué dans la diminution
des stocks calciques réticulaires associés a la glucotoxicié. D’autre part, le translocon est
modulé par différentes protéine dont Grp78. L’interaction entre Grp78 et le translocon
permettrait de « sceller » celui-ci et empécher les fuites calciques (Hammadi et al., 2013).
Ainsi la prise en charge des protéines mal conformées par Grp78 lors d’un stress du RE
favoriserait la diminution des interactions entre le translocon et Grp78 entrainant une fuite

du calcium réticulaire.

Le canal calcique IP3R est central dans les échanges calciques entre les 2 organites,
toute perturbation de sa structure ou fonction pourrait engendrer des défauts de transferts
calciques. Il existe de nombreux régulateurs d’IP3R, des régulateurs négatifs tels qu’ERp44
ou des régulateurs positifs tels que SiglR, Erol ou encore PML (Promyelocytic leukemia) qui
pourraient contribuer a cette dysfonction. Il a été montré que I’expression d’ERp44
augmentait dans des modeéles de souris diabétiques db/db (Pang et al., 2018). D’autre part
un modele d’invalidation de SiglR provoque une augmentation de I'expression d’ATF4, XBP1
et CHOP (Wang et al., 2017), 3 marqueurs de stress du RE. De la méme maniéere I'exposition
prolongée a des fortes concentrations de glucose provoque la diminution de I'expression

d’Erol et 'augmentation de I'expression de marqueurs du stress du RE, dans un modele de
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cellules endothéliales (Schisano et al., 2012). A l'inverse une étude montre que le stress du
RE participe a I'activation d’Erol pour favoriser la production d’H,0, et I'entrée dans le RE de
la glutathione (Ponsero et al., 2017). Il n’est pas a exclure que ces mécanismes soient
uniguement présents en réponse a un stress du RE aigu mais ne refléte pas un stress du RE
chronique comme lors de la glucotoxicité. Il est intéressant de remarquer que Grp78 est lui
aussi un modulateur positif d’IP3R. Le stress du RE force Grp78 a prendre en charge les
protéines mal conformées et altére les interactions IP3R1- Grp78, provoquant ainsi la
dysfonction d’IP3R1 (Higo et al., 2010). La présence de ROS dans le RE est aussi une
caractéristique d’'un haut niveau de stress cellulaire, ces ROS peuvent venir soit de la
mitochondrie, soit du RE lui-méme, la glucotoxicité est a ce jour reconnue comme un
inducteur de la production excessive de ROS. La présence excessive de ROS dans le RE peut
provoquer I'oxydation d’IP3R, mais de fagon intéressante celle-ci favorise son activité plutét
que de la bloquer (Paula-Lima et al., 2014). En outre, un défaut des voies de signalisation qui
menent a la production d’IP3 pourrait aussi contribuer au défaut de transfert calcique entre
les 2 organites dans notre modele. De nombreuses hypothéses restent encore a explorer

dans ce contexte.

L’entrée du calcium dans la matrice mitochondriale est dépendante de 2 canaux
VDAC1 dans 'OMM et MCU présent dans I'lMM. La proximité entre les canaux calciques
VDAC1 et MCU sont aussi des acteurs importants dans l'entrée de calcium dans la
mitochondrie, un non alignement de ces 2 canaux bloque I'arrivée du calcium au sein de la
matrice mitochondriale et peut contribuer au défaut de transfert calcique (Rizzuto et al.,
2012). L'ouverture du MCU est lui-méme également controlée par différentes protéines
(MICU, EREM) qui pourraient intervenir dans ce défaut de transfert calcique. De maniére
surprenante I'oxydation du MCU due a la présence de fortes concentrations de ROS dans la
mitochondrie promeut son activité (Dong et al., 2017). Il est encore cependant difficile a ce
jour de concilier les réles bénéfiques et délétere des ROS, mais une activation prolongée des
canaux MCU ou IP3Rs par les ROS pourrait contribuer a I'apoptose. Il n’est pas a exclure que
la redistribution exacte des complexes IP3R-VDAC au sein des MAMs joue aussi sur les
transferts calciques. Les MAMs sont des complexes multiprotéiques qui pourraient étre

fonctionnels ou non selon le degré de rapprochement des 2 organites. La géne occasionnée
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par une proximité trop importante pourrait ainsi bloquer par encombrement stérique les

transferts plut6ét que de les favoriser.
Stress du RE ou stress mitochondrial a qui la faute ?

Le stress du RE et le stress mitochondrial sont 2 facteurs clés impliqués dans la
dysfonction de la sécrétion d’insuline par la cellule B au cours du diabéte de type 2. Mais on
ne peut pas encore dire clairement lequel de ces 2 organites est touché en premier lors du
développement du diabéte. Le RE est fortement sollicité en réponse a la glucotoxicité ou la
lipotoxicité, sa capacité conformer correctement les protéines est rapidement dépassée et la
réponse UPR protectrice devient délétére. De la méme maniére, la mitochondrie de par sa
capacité a produire I’ATP est centrale dans la sécrétion d’insuline, I'activation répétée de la
chaine respiratoire provoque l'accumulation de ROS dans la matrice mitochondriale et a
terme sa dysfonction. Nos données (Article 1) montrent que le stress du RE et I'altération
mitochondriale sont tous deux présents aprés 48h et sont accentuées aprés 72h de
glucotoxicité. D’autre part comme décrit précédemment, les ROS mitochondriaux facilitent
I'ouverture du MCU et de la méme maniere les ROS réticulaires favorisent I'activation du
transfert calcique par I'lP3R (Dong et al.,, 2017; Paula-Lima et al., 2014). Dans cet ordre
d’idée, nous avons utilisé la tunicamycine pour induire un stress du RE et I'oligomycine pour
mimer un stress mitochondrial dans notre modele INS-1E et observer les conséquences sur
les contacts RE-mitochondrie. Les deux stress augmentent les contacts entre le RE et Ia
mitochondrie et favorisent les transferts calciques, des résultats déja trouvés par d’autres
équipes dans les hépatocytes et les cellules Hela (Arruda et al., 2014; Bravo et al., 2011). Le
calcium transféré a la mitochondrie depuis le RE peut avoir une double fonction, il peut
faciliter la production d’ATP mais une exposition prolongée a de fortes concentrations de
calcium provoquent également l'apoptose via l'ouverture du PTP et le relargage du
cytochrome C. Enfin la mitochondrie est capable d’échanger des ROS aux MAMs. Le RE et la
mitochondrie sont tous les 2 capables de produire des ROS, la mitochondrie principalement
via la chaine respiratoire et le RE par différentes protéines, comme Erol-a. Les MAMs sont le
siege de nanodomaines d’H,0, qui peuvent influencer les transferts calciques aussi bien coté
RE que mitochondrie (Booth et al., 2016). De plus le stress du RE facilite les échanges de ROS
entre les organites, comme démontré par le modele PERK-/-, une protéine clé du stress du

RE qui a un role de tether aux MAMs. Dans ce modele, les contacts RE-mitochondries sont
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rompus et le transfert de ROS du RE a la mitochondrie est fortement diminué (Verfaillie et
al., 2012). Il reste donc toujours difficile de déterminer lequel des 2 organites est touché le
premier. Mais il serait intéressant d’inhiber pharmacologiquement chaque stress de maniere
indépendante, par exemple le TUDCA (Tauroursodeoxycholic Acid) pour le stress du RE, des
antioxydants pour le stress mitochondrial, et d’étudier I'effet de la glucotoxicité sur la
sécrétion d’insuline en réponse au glucose, afin d’appréhender I'implication de chaque

organite dans la dysfonction de la cellule B.
Gluco-lipotoxicité des mécanismes similaires ou pas ?

La glucolipotoxicité se réfere a la combinaison des effets déléteres des
concentrations élevées de glucose et d’AG sur la sécrétion d’insuline par la cellule B. De
nombreuses études se sont intéressées aux mécanismes cellulaires et moléculaires a
I'origine de la dysfonction B inhérente a la gluco-lipotoxicité (Fontés et al., 2010; Hansen et
al.,, 2018; Karunakaran et al., 2012; Poitout et al., 2010). La gluco-lipotoxicité provoque
I'altération de la sécrétion d’insuline, la diminution de I'expression des géenes codant
I'insuline et a terme l'apoptose. Au sein de notre équipe, nous avons pu observer
gu’indépendamment, la glucotoxicité et la lipotoxicité provoquent les mémes altérations, a
savoir un stress du RE et une dysfonction mitochondriale a 'origine de I'altération de la
sécrétion d’insuline dans la cellule B (Cassel et al., 2016; Madec et al., 2013; Thivolet et al.,
2017). Bien que I'altération des organites soit la méme, de maniére étonnante, |'effet sur les
contacts entre le RE et la mitochondrie sont différents (Figure 42). En réponse a la
glucotoxicité, nous observons une régulation positive des MAMs (par PLA et MET) mais un
défaut de transfert calcique, alors qu’en réponse a la lipotoxicité les contacts RE-
mitochondries sont diminués (par PLA seulement). Cependant, nous n’avons pas
d’information concernant |'effet de la lipotoxicité sur les transferts calciques, mais nous
observons également une déplétion calcique réticulaire associée a la lipotoxicité qui pourrait
y contribuer. Il semblerait donc que la perturbation de 'homéostasie calcique du RE soit un
événement commun a la glucotoxité et la lipotoxicité, et en fait un acteur central dans la
dysfonction de la cellule B. Il est important de noter néanmoins que les 2 études ont été
faites dans 2 modeles différents, INS-1E (poussent a 11mM Glc, isolées) et MIN6B1
(poussent a 22,5mM Glc, en amas) ; de plus I'isoforme d’IP3R étudiée n’a pas été le méme

(glucotoxicité : IP3R2, lipotoxicité : IP3R1). Ces discordances peuvent expliquer les
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différences de phénotype des MAMSs, mais on ne peut pas exclure également la possibilité
gue ces discordances soient dues aux voies de signalisations différentes empruntées par le
glucose ou les lipides. En effet les AG libres comme le palmitate peuvent agir soit en activant
des récepteurs aux AGs comme FFAIR (GPCRs) ou aprés transport dans la cellule par des
transporteurs d’AG (comme FATP1 : Fatty Acid Transporter Protein 1). Apres étre entrés
dans la cellule, les AG sont métabolisés, puis sont stockés ou alors ils activent des cascades
de signalisation dépendantes de protéines kinases, comme la PKC. Le glucose lui entre dans
la cellule par I'intermédiaire des transporteurs GLUT et il subit la glycolyse et permet a terme
la production d’énergie par la cellule. Le glucose peut également potentialiser, en présence
d’AG, I'accumulation de lipides dans la cellule B. En effet, une augmentation simultanée des
concentrations de lipides et de glucides favorise I'accumulation de molécules dérivées des
lipides comme les céramides, les diglycérides, les triglycérides, le PA ou encore des
phospholipides (Poitout et al., 2010). Le role de la glucolipotoxicité chez ’lhomme reste
encore débattu a ce jour, mais les effets déléteres de la glucotoxicité et de la lipotoxicité
sont néanmoins démontrés, tout du moins chez les individus présentant des prédispositions
au développement du diabéete de type 2. Dans notre équipe, nous avons observé que les
patients atteints d’un diabéte avancé présentent une diminution des contacts entre le RE et
la mitochondrie dans les cellules B. Il n'est a ce pas jour possible de déterminer si ces
patients ont développé un diabéte dont I'origine est la glucotoxicité, la lipotoxicité ou la
glucolipotoxicité. Néanmoins, la rupture des contacts entre la mitochondrie et le RE peut
s'inscrire dans une dynamique temporelle. Provoquant dans un premier temps une
augmentation des contacts entre le RE et la mitochondrie pour compenser la surcharge
énergétique et a terme la rupture des contacts par défaut de compensation. On ne peut pas
non plus exclure que certaines sous-populations de cellules B soient plus sensibles a I'action
de la glucotoxicité (comme les « pacemakers ») et que ces cellules entrent en apoptose plus
vite via I'accumulation de calcium dans la mitochondrie, ce qui pourrait expliquer la perte
importante de la masse B lors du diabéte de type 2. Des études plus poussées sur le réle des
MAMs dans la dysfonction B pancréatique sont nécessaires pour mieux comprendre les
mécanismes sous-jacents au développement du diabéete de type 2 et permettre de mettre a

jour de nouvelles cibles thérapeutiques.
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Conclusions et perspectives

Ce travail montre I'importance d’étudier la mitochondrie et le RE non pas indépendamment

mais conjointement. Ma thése a pu permettre de montrer que les MAMs jouent un role

important dans le controle de la sécrétion d’insuline et la dysfonction B pancréatique

associée a la glucolipotoxicité au cours du diabéte de type 2. Des études plus poussées sur

les mécanismes moléculaires impliqués dans cette dysfonction devrait nous permettre de

mettre a jour de potentielles nouvelles cibles thérapeutiques dans le cadre du traitement ou

de la prévention du diabéte de type 2.

Plusieurs questions restent cependant en suspend et nécessiteraient d’étre approfondies. La

suite de ce travail pourrait étre:

D’identifier les mécanismes par lesquels le glucose stimule en aigli les interactions et
les échanges calciques entre le RE et la mitochondrie.

De déterminer le ou les acteurs impliqués dans le défaut de transfert calcique lors de
la glucotoxicité dans la cellule B.

D’étudier le role concret de la Mfn2 dans les contacts entre le RE et la mitochondrie
et dans la sécrétion d’insuline dans la cellule B pancréatique.

De regarder les conséquences de la glucolipotoxicité sur la structure et la fonction des
MAMs dans la cellule B.

De trouver des acteurs protéiques aux MAMSs qui permettraient de restaurer une

sécrétion correcte d’insuline dans les contextes de glucotoxicité ou de lipotoxicité.
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