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But : Le premier but de cette étude était de détesma l'aide d’flots de souris controles
(WT) et knock-out pour les génedtl/2 (Mtl/2 KO), si les effets protecteurs du Zn
observés précédemment dans des flots de rat dépetelda stimulation d’expression des
MT1/2 qu’il provoque.

Le deuxieme but était d’étudier I'impact d’'une itieation des geneditl et Mt2 sur
I'apoptose et I'oxydation du glutathion mitochoradprovoqués par les concentrations faibles
de glucose.

Résultats : Aucune différence significative ente tHeux types de souris n'a été observée
quant a leur poids, leur glycémie a I'état nouaisécrétion d’insuline par les ilots cultivés
18h en présence de concentrations croissantesicasgl ou I'expression des gembroxlet
c-Mycdans ces ilots.

Contrairement a nos observations dans les flotatdée ZnC}, bien gu'’il conserve son effet
inducteur deMtl, ne protégeait pas les ilots de souris WT cordpoptose provoquée par la
culture en présence de 2 mmol/l de glucose, m'ehgrécainsi d'étudier l'impact de
I'expression des MT1/2 sur cet effet.

L’apoptose des cellulgsprovoquée par une semaine de culture en présenGe a’était pas
plus élevée dans les ilots de soitd/2 KO vs. les ilots de souris WT. De plus, I'oxydation
des thiols mitochondriaux, qui n’était pas influéagar la diminution de la concentration en
glucose dans les filots de souris contrairement & oloservations chez le rat, était
étonnamment diminuée dans les cellules issuestside sourigMitl/2 KO vs. souris WT
cultivées en présence de G10 mais pas de G2.

Conclusions : Contrairement aux flots de rat, Ié*Zhien qu'il augmente I'expression de
Mtl, ne protége pas les ilots de souris WT de l'am#pioduite par la culture en présence
d’'une concentration faible de glucose. Dans dds @de souris WT, la culture en présence de
G2 augmente I'apoptose par un mécanisme qui nelegrab faire intervenir 'oxydation du
glutathion dans la mitochondrie. De plus, l'inaatien des geneditl/2 ne modifie pas
I'apoptose provoquée par la culture en présenagedconcentration faible de glucose dans les
flots de souris.
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1. Introduction

Dans I'étude précédente, j'avais démontré que f&,Zm inducteur des MT1/2, a un
rle protecteur contre I'apoptose des cellfiext I'oxydation de la sonde mt-roGFP1 aprés
culture en présence de concentrations extrémesudesg. Je n'avais cependant pas élucidé
les mécanismes sous-jacents. Dans cette étudepjai tester, en utilisant des souris dont
les génesMtl/2 ont été inactivés, I'hypothése que cet effet pteter fait intervenir
I'expression des MT1/2. Il était cependant indisaie de vérifier si les effets du Zrsur
les cellules de souris étaient semblables a ceux précédemréeritsdchez le rat.

D’autre part, différents arguments m’ont convaincd&tudier les effets de
I'inactivation des genellitl/2 sur les altérations phénotypiques des cellplpsovoquées par
la culture en présence d’'une concentration faiblgldcose. En effet, alors que ces altérations
sont relativement bien définies (voir section lladte these), les mécanismes impliqués sont
peu connus et méritent une attention particuliefenalyse du transcriptome d'ilots de rat
aprés culture pendant 18h en présence de 2, 5y anmol/l de glucose a permis de
déterminer queMtla est un des cing genes dont I'expression est la piladifiée par le
glucose selon un profil similaire a celui de I'apuge et des altérations de fonction des
cellulesp (Bensellam et al., 2009). L'utilisation des sowitl/2 KO devrait me permettre de
déterminer si l'augmentation importante de I'expres des Mts provoquée par une
concentration faible de glucose a un effet protectal n’est qu’'un simple marqueur d’'une

augmentation de divers types de stress dans cetthtion.

Différents auteurs se sont intéressés aux effeténdetivation des genelsltl/2 dans la
régulation de la balance énergétique chez la sodinsi, Beattie et al. ont démontré que les
souris Mtl/2 KO (fond génétique 129/Ola et C57BL/6J) (Michalska Choo, 1993)
développaient une obésité modérée a partir dexi@nseé semaine de vie et une obésité plus
sévere (particulierement chez les males) a pawir la 22™ semaine de vie, avec
accumulation de graisse et augmentation des taasmatiques de leptine et d’insuline
(Beattie et al., 1998). Cependant, il n'est pasr cda cette obésité est associée a une
hyperglycémie. En effet, il a été démontré que lixcamie des souridMtl/2 KO était
semblable (Rofe et al., 1996) ou légerement plidefaue celle des souris WT (Laychock et
al., 2000), mais cette difference de glycémie nje®t mentionnée dans I'abstract sans donnée
disponible dans le corps de l'article. Ces derneuteurs ont également démontré que la
sécrétion d’insuline basale et stimulée par le ggecétait nettement diminuée dans les souris
déficientes erMt par rapport aux souris contrbles alors que leezanten insuline des flots
était semblable (Laychock et al., 2000).

Dans une autre étude, Apostolova et al. ont suggérie augmentation du Znlibre
joue un role protecteur dans le DT2 indépendammdenfaugmentation d’expression des
MT1/2. En effet, ils ont montré qu’une faible sufplentation en ZnSQ1 mg/kg de poids
corporel) ne prévenait pas le développement duetkamduit par la STZ chez les souris
contrdles mais bien chez les soitl/2 KO qui ont un pouvoir chélateur du Zmplus faible,
alors qu’un supplément en Zng@ix fois supérieur prévenait I'hyperglycémie prquée par
I'injection de STZ dans les deux types de sourgs auteurs ont attribué cet effet protecteur a
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l'augmentation du Zfi libre et & un rétablissement de I'activité de @DSpancréatique et
hépatique (Apostolova et al., 1997), et non aitawdaition de I'expression des MT1/2.

L’ensemble de ces résultats parfois contradictainés conforté dans l'idée qu'il était
intéressant de réétudier la question.

1.1 Modéle expérimental utilisé dans cette étude stesisMt1/2 knock-out
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Figure 32. Construction génétique permettant l'inativation des Mtl et Mt2. LesMts 1 et 2
contiennent chacune trois exons. L’inactivation s a été réalisée par l'insertion d’'un codon
STOP au niveau de I'exon 2 deN#2 et de deux codons STOP au niveau des exons Hets8
Mtl. Figure adaptée de (Masters et al., 1994).

Chez la souris, les genbi1 et Mt2 se situent sur le chromosome 8 et sont séparés de
~6 kilobases. Comme illustré a la figure 32, dagisdMt1l/2 KO ont été générées en insérant
trois paires d'oligonucléotides codant pour desocsdSTOP, un au niveau du site de
restricionBamHIde I'exon 2 de |dMt2, et deux aux siteAge Ide I'exon 1 et au sitBst llde
I'exon 3 de laMtl (Masters et al., 1994). Un gene de résistancengdanycine (Pol Neo) a
été inséré entre les deux genes kiks pour la sélection positive, alors que le geneale |
thymidine kinase (TK) a été inséré pour la sélecti@¢gative. Apres génération des souris
chimériques hétérozygotes, celles-ci n'ont étéséms qu’avec des souris de fond génétique
129/SvCPJ, ces dernieres servant de souris comt(®& pour wild-type). Etant donné
I'insertion de codons STOP, les genes sont toujoarscrits mais les ARNm sont plus longs
que dans les souris WT. Par contre, la traduct®mreab transcrits est arrétée au niveau des
codons STOP ; il y a donc production de deux pnetitronquées de 10 et 6 acides aminés
pour la MT1 et d'une protéine tronquée de 14 acmlemés correspondant au début de la
protéine MT2. Ces polypeptides ne sont pas détquaésle test de liaison au cadmium
radioactif mais pourraient étre détectés par ldE@ps polyclonaux spécifiques des MTs.
Les sourigMt1/2 KO ne montrent aucun phénotype anormal évideohetine viabilité et une
fertilité normales, avec des portées d’en moyenaeiaux. Ces souris sont beaucoup plus
sensibles a la toxicité du Cd ; en effet, alorsagaune souris contréle n’a succombé apres 14
jours d’injection quotidienne de 10 umol/kg de Qdasi toutes les sourldt1l/2 KO étaient
mortes ou proche de la mort aprés seulement gpoatre d’injection (Masters et al., 1994).
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2. Matériel et méthodes

2.1 Animaux

Les sourisMtl/2 KO (129S7/SvEvBravit1™*®" Mt2™B%J) et les souris controles
129S1/SvimJ ont été achetées au Jackson Labordibgs ont été élevées dans des
conditions standards. Pour chaque expérience, dedssknock-out et contrbles d'age
similaire et de méme sexe ont été utilisées. Urotypage a été effectué pour chaque souris
utilisée lors des expériences suivant le protofmleni par le Jackson laboratory.

2.21solement des ilots et culture

Les flots pancréatiques de souris ont été isolés digestion du pancréas a la
collagénase suivi d'un gradient de densité comnéegqutemment décrit (Duprez & Jonas,
2011). Les Tlots ont été precultives pendant uneagee a 37°C et en présence de 5% de CO
dans un milieu RPMI 1640 sans sérum (Invitrogerrjsbad, CA) contenant 10 mmol/l de
glucose, 5g/l de BSA (Fraction V, Roche Diagnostisnnheim, Germany), 100 U/ml de
pénicilline et 100 pg/ml de streptomycine. lls @msuite été cultivés pendant 18h a une
semaine en présence de 2, 5, 10 ou 30 mmol/l da®spu(G2, G5, G10 ou G30) +/- 100 uM
de ZnC} (Acros Organics, Thermo Fisher Scientific, New @grdJSA) avant d’effectuer les
diverses expériences décrites ci-dessous. Toutemdmipulations ont été approuvées par le
comité d’éthique local pour I'expérimentation aniema

2.3 Mesures de la sécrétion d’insuline et de 'expmssies ARNmM

Apres 18h de culture, la concentration d’insulinétéa mesurée dans le milieu par RIA
en utilisant de l'insuline de rat comme standarddifg, 1972), et 'ARN total des ilots a été
extrait. LARN a ensuite été rétro-transcrit en ADbbmme précédemment décrit (Duprez et
al., 2012). Les PCR en temps réel ont été réaliaées un systéme de détection CFXY6
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercul&s), Les séquences des amorces et les
conditions de réactions sont présentées ci-dessous.

Taille de AT Extension| Tm
Géne Primer sens (5'-3) Primer anti-sens (5’-3’) | I'amplicon o o o
b (°C) (°C) (°C)
(pb)
Tbp | ACCCTTCACCAATGACTCCTATG | TCAGCATTTCTGGCACGAAGT 157 60 80 84
Mt1 GGACCCCAACTGCTCCT CGAGGCACCTTTGCAGACAC 160 60 80 89,5
Hmox1| ACAGCATGTCCCAGGATTTGTC | AAGGAGGCCATCACCAGCTT 142 60 80 87,5
c-Myc | GACACGGAGGAAAACGACAAG | TGTGCTCGTCTGCTTGAATGG 190 60 80 86
Mt3 CCCTGTCCTACTGGTGGTTCC | TGGCACACTTCTCACATCCGG 121 60 NO 86,5

Table 1 : Séquences des amorces utilisées et comatis de PCR.La spécificité des séquences
a été confirmée par BLAST. Un cycle de la réactionsiste en : 15 sec de dénaturation a 95°C,
60 sec a 60°C pour I'étape d’hybridation et d’élatign (Annealing temperature, AT), et 15 sec
d’extension a 80°C. Dans ces conditions, I'effitdades PCR était de ~0,95-1. Le Tm (melting
temperature ou température de fusion) des ampliadété vérifié a la fin de chaque PCR.
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2.4 Mesures d’'apoptose

Les fragments d’ADN cytosoliques de 50-60 flots pandition ont été quantifies a
l'aide du kit commercial «Cell Death Detection BIf“Y» (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) en suivant les instructionsatuitant et comme précédemment décrit
(Duprez & Jonas, 2011).

2.5Mesures de I'équilibre redox dans la mitochondrie

La mesure du ratio GSH/GSSG dans la mitochondr&ide de la sonde mt-roGFP1 a
éte utilisée comme indicateur de [I'équilibre redoitochondrial. La construction de
'adénovirus codant cette sonde a été décrite getngnent (Roma et al., 2012a). Pour ces
expériences, des clusters de cellules d'llots deisont été infectés pendant 24 a 48h avec
I'adénovirus codant la mt-roGFP1 et le milieu déure a été changé 18 a 24h avant le début
de I'expérience par un milieu contenant 2 ou 10 iinde glucose +/- 50 uM de Zn£LlLe
ratio de fluorescence (excitation : 405 et 480 rémijssion : 530 nm) a ensuite été mesuré
lors de la périfusion d’'une solution Krebs contdnanméme concentration en glucose que
lors de la culture mais sans ZpCCe ratio a ensuite été normalisé sur le ratiembten
présence de G10 + 10 mmol/l de DTT (considéré cod¥heet celui obtenu en présence de
G10 + 1 mM de KO, (considéré comme 100%). La méthodologie concercesexpériences
a éete détaillée précédemment (Duprez et al., 2012).

2.6 Analyses statistiques

Les résultats présentés sont les moyennes +/- SBMr e nombre indiqué
d’expériences. Des tests ANOVA a deux voies ont réisés suivis de post-tests de
Bonferroni. Les différences sont considérées comstadistiquement significatives lorsque
P<0,05.

3. Résultats

3.1 Caractéristiques des soukitl/2 KO

Comme illustré a la figure 33, la glycémie a I'étaburri et le poids sont
significativement plus faibles chez les souris fl@secomparées aux souris males de méme
age (a I'exception de la glycémie des soiid/2 KO). L'inactivation des genelitl/2 ne
provoque aucune différence significative de cexgmrametres, suggérant que ces genes ne
jouent pas un rdle majeur dans I’homéostasie giyeeden conditions normales.
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Figure 33. Glycémies mesurées a I'état nourri (A)tgoids (B) des souris 129S1/SvimJ (WT)

et Mtl/2 KO ; Stimulation de la sécrétion d’'insuline par leglucose (C) dans des flots de
souris 129S1/SvimJ (WT) etMt1/2 KO. A et B. les souris d’age semblable ont été sé&zaed
fonction du sexe. n=5. C. Aprés 18h de culturasliline a été mesurée dans le milieu de culture
par RIA. n=4. #, différence statistiguement sigrative par rapport aux males ; *, différence
statistiquement significative par rapport aux ilotstivés en présence de G10.

Etant donné le réle du glucose dans le maintiela flenction et de la survie des cellules
B en culture, la sensibilité au glucose a égalemandéterminée en mesurant la SISG dans
les ilots issus de souris WT ou de solid/2 KO. Comme attendu, I'augmentation de la
concentration en glucose de 2 a 30 mmol/l stimaukekcrétion d’'insuline par les celluleses
flots de souris. Aucune différence n’est observéeedes ilots de sourldt1/2 KO et ceux de
souris WT. Néanmoins, la déviation standard dee€sdltats est importante.

3.2 Effets du glucose et du Zhsur I'expression dmit1 dans les ilots de souris
Mt1/2 KO et WT

Comme illustré a la figure 34A, dans des ilots oleris 129S1/SvimJ, I'expression de
'ARNm Mtl1 suit un profil un L en fonction de la concentratien glucose présente dans le
milieu de culture, comme nous l'avions déja dédaihs des flots de souris C57BL/6J (Jonas
et al., 2009). Comme expliqué dans lintroductian aktte troisieme partie, I'insertion des
deux codons STOP au niveau du géel chez la sourigvitl/2 KO n’empéche pas la
transcription du géne (Masters et al., 1994). Cdaet) 'augmentation d’expression &l
en G2 et G5 est diminuée de moitié dans les ietsadirisMt1/2 KO par rapport aux ilots de
souris WT.

Alors qu'il avait été décrit que le Zhn’augmente pas I'expression des MTs dans les
flots de souris (Laychock et al., 2000), j'ai obvg&eqgue l'addition de 100 uM de ZnChu
milieu de culture augmente de ~2,5 fois I'expressde Mtl en présence de G2, d'en
moyenne 23 fois en présence de G10, et de ~3(efoisrésence de G30 dans les ilots de
souris WT (figure 34B et C) (ces expériences n&igtréalisées que 2 ou 3 fois étant donné la
difficulté d’isoler les flots chez ces souris). Qom précédemment, I'expression de 'TARNmM
Mtl dans les flots de soui4t1/2 KO suit un profil semblable a celui observé dassilots de
souris WT, avec des niveaux réduits de 30-40% e @2ChL comme en absence de ZpCl
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Figure 34. Expression de 'ARNmMt1 dans des filots de souris 129S1/SvimJ (WT) &tt1/2
KO aprés 18h de culture en présence de 2, 5, 10 80 mmol/l de glucose (A) ou de 2, 10 ou
30 mmol/l de glucose +/- 100 uM deNCL, (B et C). Aprés la culture, ’'ARN des flots a été
extrait et les ARNmMLt1 et Thp ont été mesurés par RT-PCR semi-quantitative erpseréel.
Les ratios Mt1Tbp ont été normalisés sur le ratio mesuré dans ¢es WT cultivés en G10. n=4
(A) n=2-3 (B,C) ; *, différence statistiquement sificative par rapport a la condition G10 ; #,
différence statistiquement significative par ragpaux flots de souris WT ; $, différence
statistiquement significative par rapport a la dtind sans ZnGl

J'ai également tenté de mesurer I'expression mroecides MT1/2. Alors que les
résultats obtenus par immunodétection sur coupkmicke d’'un anticorps polyclonal anti-
MT1/2 confirment I'absence des MT1/2 en conditiamicdle (ilots cultivés en présence de
G10), ils montrent un marquage important apresucellen présence de ZnGlans les deux
types d'llots (données non montrées, n=1).

3.3 Effets du glucose sur I'expression ldmoxletc-Mycdans les ilots de souris
Mt1/2 KO et WT

Comme pour I'expression ddtl, I'expression des ARNntHmox1 et c-Myc suit un
profil un L en fonction de la concentration en glse présente dans le milieu de culture
(figure 35A et B). L’expression de ces deux ARNrmast’pas modifiée entre les 1lots de souris
Mtl/2 KO et WT, ce qui montre que l'inactivation d&#1/2 ne modifie pas le signal
responsable de la stimulation de I'expressioio®xletc-Myc par la culture en présence de
G2 et de G5.
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Figure 35. Expression des ARNnmHmox1 (A), c-Myc (B) et Mt3 (C) dans des Tlots de souris
129S1/SvimJd (WT) etMt1/2 KO aprés 18h de culture en présence de 2, 5, 10 80 mmol/l
de glucoseLa méthodologie est semblable a celle décrite padigure 34. N=4 ; *, différence
statistiquement significative par rapport a la dtind G10; #, différence statistiquement
significative par rapport aux ilots de souris WT.

J'ai également mesuré I'expression des ARMIB et Mt4 pour tester si I'inactivation
des Mtl/2 entrainait un meécanisme compensatoire impliguamé @wugmentation de
I'expression des autrédts. Comme illustré a la figure 35C, I'expression M& augmente
lors de 'augmentation de la concentration en gdacet est similaire dans les deux types
d’flots, mis a part une stimulation de I'expressapmés culture en présence de G30 plus faible
dans les ilots de sourMdtl/2 KO que dans les flots de souris WT. L'expressierMt¥ est
indétectable dans nos préparations.

3.4 Effets de I'inactivation des gen&#1/2 sur I'apoptose et I'oxydation du
glutathion mitochondrial induites par les concetitrss faibles de glucose

Comme illustré a la figure 36A, une semaine deuceld’tlots de souris 129S1/SvimJ
en présence de 2 mmol/l de glucose augmente I'apegiar rapport a la culture en présence
de 10 mmol/l de glucose. Cependant, contrairemest@ue j'ai observé dans les ilots de rat,
la culture en présence de 5 mmol/l de glucose rdeme pas d’augmentation de la
fragmentation de 'ADN dans les flots de souris.ih&s, I'addition de 100 pumol/l de ZnCl
n'a pas d'effet protecteur sur I'apoptose provogpéae G2. L'inactivation des gend4tl/2
n'a aucun effet significatif sur I'apoptose mesud@ns toutes les conditions testées ici. Je
peux donc conclure que 'augmentation d’expresdiem MT1/2 par la culture en présence de
G2 ne semble pas diminuer l'apoptose dans cettalittmm délétére. L'augmentation
d’expression de ces genes serait donc plutot uoatedir de stress.

La figure 36B montre que I'oxydation des thiols eshondriaux n’est pas augmentée
dans des clusters de cellules d’llots de sourisapfEs 18h de culture en présence dev&2
G10. L'inactivation des genddtl1/2 diminue Iégérement I'oxydation de la sonde danget®
les conditions et significativement dans la conditG10.
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L’ensemble de ces résultats est surprenant paorappx résultats obtenus avec les
Tlots de rat et m’empéche de tester I'implicati@nl’éxpression des MT1/2 dans les effets du
Zn**,
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Figure 36. Fragmentation de I'’'ADN (A) et oxydationdes thiols mitochondriaux (B) dans des
flots (A) ou des clusters de cellules d’ilots (B)edsouris 129S1/SvimJ (WT) eMtl1/2 KO. A.

Les Tlots ont été cultivés pendant une semainerésepce de 2, 5 ou 10 mmol/l de glucose +/-
100 uM ACl,. Apres la culture, la fragmentation de '’ADN a @étésurée et les résultats ont été
corrigés pour les variations de contenu en ADN danfaction nucléaire des extraits d'ilots,
puis normalisés sur la valeur mesurée dans des detsouris WT cultivés en G10. B. Les
clusters de cellules dllots infectés avec la nmE&F®1 ont été cultivés pendant 18-24h en
présence de 2 ou 10 mmol/l de glucose +/- 50 uNZni€I2. Le ratio de fluorescence (405/485
nm) de la mt-roGFP1 a ensuite été mesuré lors gédigusion d’'une solution Krebs contenant la
méme concentration en glucose que lors de la @iltae ratio a été normalisé sur le ratio obtenu
en présence de 10 mmol/l de DTT (considéré commg €%ur celui obtenu en présence de 1
mmol/l de HO, (considéré comme 100%). n=3 ; *, différence stafiement significative par
rapport & la condition G10 ; #, différence statjggément significative par rapport aux clusters de
cellules d'flots WT.

4. Discussion

Dans cette étude, j'ai démontré que l'inactivatilas geneditl et Mt2 n’a pas d’effet
majeur sur I’homéostasie glucidique et le poidsiague sur la sécrétion d’insuline et le profil
d’expression des genddsmoxl et c-Myc lors de la culture en présence de concentrations
croissantes de glucose. J'ai également démontrd’igdection de I'expression des génes
Mtl et Mt2 par la culture en présence de 2 mmol/l de gluots@as d’effet protecteur sur la
survie des celluleB de souris cultivées dans cette condition. De plaspu déterminer que
les altérations de survie des cellufesle souris observées aprés culture en présence de 2
mmol/l de glucose ne semblent pas associées augmeatation de I'oxydation des thiols
mitochondriaux. J'ai également démontré que, caetreent aux observations dans les flots
de rat, le ZA" ne diminue pas I'apoptose des cellyede souris provoquée par la culture en
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présence d’'une concentration faible de glucosequiem’a empéché de tester le réle des
MT1/2 dans les effets du Zh

Dans mon étude, les sourdtl/2 KO ne présentaient pas de troubles majeurs de
I’'homéostasie glucidique ni de la prise de poids,gai suggére que ces genes ne sont pas
essentiels pour ces parameétres en condition nor@ejendant, Beattie et al. ont observé un
surpoids chez les souidtl/2 KO de fond génétiqgue mixte 129/Ola et C57BL/6J np@port
aux souris contréles des la sixieme semaine deavie¢c une différence particulierement
importante chez les maléstl/2 KO entre 22 et 39 semaines (Beattie et al., 199Bgz les
mémes souris, Laychock et al. disent avoir obsgueéla glycémie des souldt1l/2 KO était
légerement plus faible que celle des souris WTtedeformation reste cependant a confirmer
étant donné gu’aucune donnée précise n'est morrdaverse, il a été démontré que les
glycémies des sourigltl/2 KO et des souris contrbles étaient semblablese(Rbtl., 1996)
ce qui a été confirmé dans mon étude avec les sstdirl/2 KO de fond génétique
129S1/SvimJ. Cependant cette question mériterdtral’ approfondie en réalisant, par
exemple, un IPGTT (intraperitoneal glucose toleeatest).

Alors gque je n’ai observé aucune différence de S¢8e les Tlots de souridtl/2 KO
et ceux de souris WT, Laychock et al. avaient déndoone diminution de la sécrétion
d’insuline basale et stimulée par 17 mmol/l de gecdans les ilots de soukisl/2 KO par
rapport a ceux de souris C57BL/6J. Ces mesuregdeéton d’insuline ont été effectuées
aprés 1h d’incubation des flots alors que les rGird été réalisées apres 18h de culture, ce
qui pourrait expliquer cette différence. Par conlies résultats de Laychock ont, tout comme
les miens, été normalisés sur le nombre d’ilotsediennent donc pas compte des différences
de taille des flots. Il serait donc intéressantr@@ter ces expériences en incubant les flots
pendant 1h et de normaliser les résultats sur teeno en insuline ou en ADN des flots
comme dans mon étude précédente (Duprez et ak).201

Les souris développées par Michalska (Michalskah®d; 1993) et utilisées par Beattie
et Laychock different de celles développées parndtagMasters et al., 1994) et utilisées lors
de nos expériences par leur fond génétique etdtégie d’inactivation des genbi1/2. Ces
deux facteurs pourraient peut-étre expliquer l&gmdinces observées entre les études.

Alors que l'inactivation dedtl/2 dans les souris que j'ai utilisées a été réalpse
I'insertion de codons STOP, celle des souris dehilgka a été obtenue via l'insertion d’un
oligonucléotide et d’un géne de résistance. Je ex&x pas exclure que la production de
protéines tronquées correspondant au début des NBhest Mt2 ait un effet dans les souris
que jai utilisées. Cette production de protéinemdquées pourrait également étre la raison
pour laquelle j'ai observé un signal fluorescems Ide 'immunodétection des MT1/2 dans les
flots de souridtl/2 KO apreés culture en présence de ZnCl

Le background génétique des souches de sourisgitoa@galement étre un parametre
important & prendre en considération. A ma conaa@s aucune étude concernant le
métabolisme énergétique ou le diabéte ne s’esteggée a comparer ces deux souches de
souris. Etant donné que nous possédons les dewhesuj'ai pu comparer le poids et la
glycémie de ces souris. Comme vous pouvez le deassar la figure 37, la glycémie a I'état
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nourri des souris C57BL/6J est significativemerniésieure a celle des souris 129S1/SvimJ
alors que leur poids sont semblables. La tolérancglucose pourrait donc différer d’'une
souche de souris a l'autre.
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Figure 37. Glycémies mesurées a I'état nourri (A)tepoids (B) des souris 129S1/SvimJ et
des souris C57BL/6J Les souris sont d’age semblable (entre 6 moit ah) (50% de souris
males et 50% de souris femelles). n= 5. #, difféeestatistiquement significative entre les deux
souches (Jessica Duprez, résultats non publiés).

Comme décrit préecédemment, I'expression des géftés Hmox1 et c-Myc suit un
profil en L en fonction de la concentration en gise parallele a celui de I'apoptose dans les
flots de souris (Jonas et al., 2009). Dans les det sourigMt1/2 KO, comme décrit par les
auteurs qui ont développé ce modeéltl est toujours transcrit mais pas traduit, ce qui
explique que j'ai détecté cet ARNm. Malgré querdnscrit modifié est 15 nucléotides plus
long, la technique de PCR en temps réel ne peraselapdistinction des deux types de souris
étant donné que les primers utilisés ne ciblentlpasucléotides insérés. Cependant, ces
animaux ont été génotypés et I'analyse des fraggmamiplifiés sur un gel d’agarose m’'a
permis de confirmer I'insertion de nucléotides aweau du genditl. L’expression devitl
induite par G2 et G5 est cependant réduite de édiins les flots de souridtl/2 KO.
L’inactivation des genelit1/2 provoque probablement des modifications de I'hcstasie du
Zn** dans la cellule qui pourraient expliquer un chamget dans la régulation de I'expression
deMtl par les concentrations faibles de glucose. De f@gsnsertions d’oligonucléotides ont
pu également modifier des séquences controlanpréssion ou la stabilité de ces ARNm.
L’expression des genddmoxl et c-Myc induite par G2 et G5 n’'est pas modifiée suite a
I'inactivation des geneMtl1/2, ce qui montre que lédtl/2 ne sont pas impliquées dans la
régulation de I'expression ddmox1 et c-Myc dans ces conditions. Ces résultats montrent
également que la cellule ne compense pas le matepigéneditl/2 par une augmentation
d’expression déimoxletc-Myc ni d’ailleurs deMt3 comme je I'ai mesuré.

Contrairement a ce que j'ai observé dans les dletsat, la culture pendant une semaine
en présence de 5 mmol/l de glucose n‘augmente igagicativement la fragmentation de
I’ADN. La diminution de la concentration de glucas@ mmol/l est requise pour observer cet
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effet. A cette concentration, l'inactivation desngé Mtl/2 n‘augmente pas I'apoptose
mesurée, ce qui suggere ainsi que ces genes rdemt’ @ffet protecteur dans cette situation et
seraient plutdt des marqueurs de stress. Ceperlaedytjation du glutathion mitochondrial
ne semble pas augmenté dans cette situation mit@ff@r la délétion dadtl/2, comme le
montrent les mesures d’oxydation de la sonde mERiIGdans des clusters de cellules
cultivées 18 a 24h en présence de G2. Ceci n'epast’augmentation d’'un stress oxydatif
dans un autre compartiment ou encore l'augmentafmuires types de stress. Rappelons que,
dans nos préparations d'ilots de rat, I'expressieiMtla est fortement augmentée lors d’'un
stress oxydatif mais également lors d’'un stresRHulors de I'hypoxie ou de I'exposition a
des cytokines (Jonas et al., 2009).

L'induction des MTs par le Zii dans les flots de souris est sujette & controvénse
effet, alors que certains décrivent un effet inductdes MTs par le ZnS@ue ce soiin vitro
(Ohly & Gleichmann, 1995) oun vivo (Zimny et al., 1993; Ohly et al., 2000), d'autres
démontrent le contraire (De Lisle et al., 1996; &m et al., 1999; Laychock et al., 2000).
Dans mon étude, I'expression i1 est augmentée de maniére importante (de ~2,%efois
G2 a ~20 fois en G10 et G30) dans les ilots deisd@0S1/SvimJ ainsi que dans les ilots de
souris C57BL/6J et NMRI (données non publiées). ¢antre, I'induction de I'expression
protéiqgue des MT1/2 par la culture en présence d€l,Zn'a pas réellement pu étre
confirmée. En effet, bien que le signal fluoresadrtenu par immunodétection a l'aide d’'un
anticorps polyclonal anti-MT1/2 augmente dans letsicultivés en présence de ZpGie
signal augmente également dans les Tlots de shitti® KO. Lors de I'analyse par western
blot, les résultats obtenus montrent de nombrebaedes de poids moléculaires distincts et
ne correspondant pas a celui des MTs. De plus,naudifférence n’a été détectée dans des
expériences comparant I'expression des MTs dan&idpatocytes de sourldt1l/2 KO ou
ceux de souris WT (résultats non montres).

Dans ce cadre, il serait intéressant de testenaneelle méthode proposée par I'équipe
de Nagamine. Ces chercheurs ont développé un Ephettant de détecter les MT1 et
MT2 tant chez 'hnomme que dans diverses especesases dont la souris (Nakajima et al.,
2010). La détection des MT1/2 se realise via uicargs polyclonal dont I'épitope reconnu
est I'extrémité NH de MTs (similaire dans MT1 et MT2) avec une maiitie acétylée
(Nakazato et al., 2008). Cette méthode a été \alidds les cellules hépatiques, rénales et
cérébrales de souris WMt1/2 KO et Mt3 KO. Les souridMtl/2 KO étaient les mémes que
celles que jai utilisées. Alors que la détectiams dMT1/2 se situait entre ~4 et ~30 pg/g de
tissu frais dans les souris WTMt3 KO, elle était bien plus faible dans les soiid/2 KO.
L’induction des MT1/2 par le Cd dans les hépatasyte souris WT est détectée et augmente
de maniere dose-dépendante alors quelle est a#def mais pas absente, dans les
hépatocytes de soudt1l/2 KO. Les auteurs attribuent les faibles quantigéd/d’s détectées
dans les sourigvitl/2 KO a la présence de MTs «high molecular weighCes MTs
pourraient étre soit des protéines précurseursioore des agrégats de protéines (Nakazato et
al., 2012). Bien que ces auteurs ont déja confitimiésence ou du moins une grande
diminution de MT1/2 dans les cellules de foie, dmret du cerveau des soulil/2 KO
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développées par Master et al., il serait intérdsdaffectuer cette validation dans les filots
pancréatiques.

A I'opposé de ce que j'ai observé dans les ilotsadej’'ai démontré dans cette étude
que, dans des ilots de souris, I'addition de Znt& semble protéger les cellulpsni de
'apoptose induite par une concentration faible glecose, ni de l'oxydation des thiols
mitochondriaux. L’hypothese d’'un r6le de I'expressides MT1/2 dans les effets protecteurs
du ZnC} n’a donc pas pu étre testée, étant donné qudfeenhkest pas observé dans les ilots
de souris. Cependant, en considérant que f& Zngmente I'expression ddtl, comme
observé par les mesures de taux d’ARNm, je peuxcloomm que cette augmentation
d’expression ne semble pas protectrice contre jjagse provoquée par la culture en présence
de G2. Ceci est en accord avec le fait que l'ivatibtn des géeneM1/2 ne modifie pas
I'apoptose des cellulgsde souris dans cette méme condition. Je peux clumdure que, lors
de la culture d’ilots de souris en présence de t&4&, I'inactivation des génedltl/2 que
l'augmentation de leur expression par |€Zne modifie pas I'apoptose des cellupesLes
différences observées entre les résultats obteipastia des ilots de rat et des ilots de souris
seront plus longuement abordées lors de la dismugginérale de cette these.

En conclusion, I'inactivation des genkl et Mt2 ne semble pas avoir d’effet majeur
sur ’lhoméostasie glucidique et le poids ainsi guela stimulation de la sécrétion d’'insuline
par le glucose. Dans des ilots de souris WT, luien présence de G2 augmente I'apoptose
par un mécanisme qui ne semble pas faire interVemxiydation des thiols mitochondriaux.
De plus, I'inactivation des gendit1/2 ne modifie pas I'apoptose provoquée par la culéure
présence de G2 dans les ilots de souris. Enfirtraicement aux flots de rat, le Znbien
gu’il augmente I'expression deltl, ne protége pas les ilots de souris WT de I'ammpto
induite par la culture en présence d’'une conceatrdidible de glucose.
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