ouvre une fois encore de nouvelles voies
de recherche en cancérologie. ¢

The tumor suppressor HACE1 targets
Racl to ubiquitin-mediated
proteasomal degradation
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Connexines

Un nouveau mécanisme de protection
des cellules sécrétrices d’insuline
contre ’apoptose

Philippe Klee, Paolo Meda

Apoptose des cellules béta
pancréatiques sécrétrices d’insuline
dans le diabéte

Les cellules béta qui produisent I'insuline
au sein des Tlots pancréatiques jouent un
role central dans la plupart des formes
de diabete, qu’il soit de type 1 (forme la
plus fréquente chez le jeune), de type 2
(forme la plus fréquente de Iadulte) ou
MODY (rares formes dites maturity onset
diabetes of the young) [11]. Dans tous ces
cas, les cellules béta pancréatiques ne
reconnaissent plus le glucose comme un
stimulus de la sécrétion d’insuline (dia-
béte de type 2 et MODY) et/ou ne sont
plus en nombre adéquat pour assurer une
sécrétion suffisante d’insuline, en raison
d’une apoptose importante (diabéte de
type 1) [1]. Malgré d’intenses efforts de
recherche, les causes et les mécanismes
de ces altérations fonctionnelles et de
la masse cellulaire, qui varient simul-
tanément dans la grande majorité des
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cas de la maladie (diabéte de type 2),
restent encore peu compris. Cependant,
la persistance de quelques cellules béta
fonctionnelles chez des patients ayant
un diabéte de longue durée [2] suggére
une hétérogénéité des cellules béta [3],
certaines d’entre elles étant capables
de résister aux attaques auto-immunes
(diabéte de type 1) et aux défauts
génétiques et métaboliques (diabete de
type 2 et MODY) qui altérent la plupart
des autres cellules béta au début de la
maladie diabétique. Pour expliquer une
telle résistance, nous avons émis I"hypo-
thése que les connexines [4, 5] - des
protéines intégrales de la membrane
cellulaire - qui forment les canaux des
jonctions communicantes de type gap,
pouvaient étre impliquées. €n effet, ces
protéines forment des canaux inter-
cellulaires qui peuvent compenser des
différences métaboliques et fonction-
nelles entre cellules hétérogenes, en

o

. Ozdamar B, Bose R, Barrios-Rodiles M, et al.
Regulation of the polarity protein Par6 by TGFbeta
receptors controls epithelial cell plasticity. Science
2005; 307 : 1603-9.

. Zhang L, Anglesio MS, 0’Sullivan M, et al. The €3
ligase HACEL is a critical chromosome 6q21 tumor
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2007 ; 13:1060-9.
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diverse roles of Rac signaling in tumorigenesis. Cell
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les « couplant » tant du point de vue
électrique (par des échanges intercel-
lulaires d’ions) et métabolique (par des
échanges intercellulaires de métabolites
et second messagers) [3-5].

La connexine 36 (Cx36) protege les
cellules pancréatiques de I’apoptose
Nous avons précédemment montré que
les cellules produisant I’insuline sont
couplées par un seul type de connexine,
appelée Cx36, et que cette protéine par-
ticipe de fagon importante au controle
de la fonction des cellules béta. €n effet,
la perte de cette protéine entrafne une
augmentation de la sécrétion basale
d’insuline, la perte de la réponse normale
au glucose et des oscillations de calcium
et d’insuline normalement induites par le
sucre [6-8]. Ces défauts, qui résultent
de la perte de la synchronisation inter-
cellulaire des oscillations calciques et de
la diffusion intercellulaire de courants
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stimulateurs et inhibiteurs [3-8], rap-
pellent les altérations caractéristiques
du prédiabete (perte des oscillations
insuliniques) et du diabéte de type 2
(augmentation de la sécrétion basale
d’insuline, perte de la réponse au glu-
cose) [1]. Par ailleurs, la Cx36 participe
au contréle de la masse des cellules
béta pancréatiques [9].

€n utilisant une série de souris trans-
géniques et de lignées cellulaires expri-
mant différents niveaux de Cx36, nous
démontrons le role remarquable et
jusqu’ici ignoré de cette protéine dans
le controle de la sensibilité des cel-
lules béta a diverses conditions qui
induisent leur apoptose. Ces résultats
ont été publiés en décembre dernier
dans le Journal of Clinical Investigation
[10]. Pour identifier cette fonction de
Cx36, nous avons injecté a des souris
deux toxines, la streptozotocine et I’al-
loxane, qui détruisent spécifiquement
les cellules béta, et avons mesuré la
glycémie des animaux traités. Les souris
contréles, qui exprimaient un taux nor-
mal de (x36, sont devenues diabétiques
comme attendu. La glycémie des souris
transgéniques dont I'un (Cx36*") ou les

deux alléles (Cx36~") du geéne gjd2, qui
code pour la Cx36, avaient été invali-
dés (Figure 1), était, quant a elle, plus
élevée que celle des souris contréles,
ce qu’explique la perte plus importante
des cellules sécrétant de Iinsuline. €n
revanche, et de fagon remarquable, les
souris RIP (rat insulin promoter)-Cx36™
et RIP-Cx36**, dont les cellules pan-
créatiques surexprimaient la Cx36, n"ont
pas développé d’hyperglycémie pendant
plusieurs semaines et le taux d’insuline
comme le nombre de cellules béta sont
restés normaux [10]. Ces expériences
montrent que la Cx36 protége in vivo les
cellules béta de "apoptose.

Cette sensibilité différentielle a pu étre
confirmée in vitro en exposant des Tlots
pancréatiques isolés de chaque type
d’animal aux deux toxines mention-
nées ci-dessus. Elle a été également
démontrée en présence de cytokines, qui
sont impliquées dans I'attaque auto-
immune des cellules béta au début du
développement d’un diabéte de type 1.
€n effet, en étudiant par la technique
TUNEL (terminal deoxynucleotidy!
transferase dUTP nick end labeling)
I’augmentation d’apoptose induite par

Apoptose des cellules B

Couplage des cellules 3

| Souris invalidées pour la Cx36

| | Souris contréles |

Figure 1. La signalisation par la (x36 est inversement corrélée a I’apoptose des cellules béta.

Dans la lignée transgénique de souris Cx36, cette connexine est exprimée (points verts) dans les

flots pancréatiques des souris controles (Cx3

Cx36 sont réduits dans les flots des souris hétérozygotes pour le transgene (Cx36*/~ ; milieu) et
nuls dans ceux des souris homozygotes ((x367). La microscopie par TUNEL et la microinjection
de traceurs fluorescents ont montré que la perte de Cx36 est associée a celle du couplage des

cellules béta et a une augmentation de I'apoptose de ces cellules, en réponse a des toxines et

des cytokines Thl. Barre : 40 pm.
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; droite). Dans la méme fratrie, les niveaux de

un mélange de tumor necrosis factor ¢,
d’interféron y et d’interleukine-1[3, nous
avons observé que la mort cellulaire
programmée était plus importante dans
les Tlots pancréatiques isolés des souris
dont le géne codant la Cx36 avait été
partiellement ou completement invalidé
que dans ceux des animaux qui surex-
primaient la Cx36 [10]. Ces expériences
montrent que la protection induite par
la Cx36 est efficace contre plusieurs
types d’agressions et fait intervenir un
mécanisme qui est autonome aux flots
pancréatiques.

Importance du couplage intercellulaire
via (x36 dans la résistance a I’apoptose
Pour comprendre ce mécanisme, nous
avons d’abord étudié I"expression et
le fonctionnement de GLUT-2 (glucose
transporter 2), étant donné que c’est
ce transporteur du glucose qui permet
aussi I’incorporation de streptozoto-
cine et d’alloxane par les cellules béta.
Nous n’avons trouvé aucune différence
d’expression de GLUT-2 chez les diffé-
rents animaux qu’ils soient normaux,
sensibilisés a Iapoptose ou proté-
gés de I’apoptose. Nous avons alors
analysé la production de monoxyde
d’azote, relaché par les cellules béta en
réponse a leur exposition aux cytokines
de type Thl (produites par les lympho-
cytes T helper), mais aucune différence
n'a été constatée. De méme le rela-
chement du cytochrome C mitochon-
drial aprés exposition aux cytokines, le
blocage des caspases proapoptotiques
par I"inhibiteur Z-VAD et I’absence
d’effet de la ciclosporine A étaient
identiques chez les différents animaux
[10]. Ces expériences indiquent que
les changements d’expression de Cx36
ne modifient pas les récepteurs des
cytokines, ni I’activation des cascades
de signalisation qui en découlent et
qui activent I"apoptose des cellules
béta via I'activation des mémes cas-
pases effectrices chez tous les ani-
maux étudiés.

€n revanche, nous avons révélé le role
crucial de I"établissement de canaux
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jonctionnels via Cx36 : en effet, 'ex-
position a la streptozotocine ou au
mélange de cytokines de cellules iso-
lées a partir d’Tlots pancréatiques, et
qui ne peuvent donc plus étre couplées
par la Cx36, entrafne une apoptose
accrue des cellules béta quelle que soit
I’expression de Cx36 [10]. La protection
des cellules béta induite par la Cx36 est
donc dépendante du contact intercel-
lulaire. Nous avons alors étudié I’abon-
dance et la perméabilité des canaux
formés par la Cx36, en injectant, dans
des cellules béta individuelles au sein
d’Tlots pancréatiques isolés, deux tra-
ceurs fluorescents dont la diffusion
intercellulaire refléete la présence de
canaux Cx36 fonctionnels. Nous avons
pu démontrer que dans les Tlots surex-
primant la Cx36 et protégés de I’apop-
tose, le couplage était augmenté, alors
que dans ceux dépourvus de Cx36 et
sensibilisés a "apoptose, il était dimi-
nué, voire aboli [10]. On peut donc
suggérer qu'une augmentation du cou-
plage intercellulaire pourrait étre res-
ponsable de la protection que la Cx36
confere aux cellules béta. Un argument
en faveur de cette interprétation vient
de I'observation qu’une protection
analogue est conférée aussi par deux
autres types de connexines [10], qui ne
sont pas normalement exprimées par
les Tlots pancréatiques natifs [4,5].
Une explication plausible est que le
volume plus important de cytoplasme
formé par la somme fonctionnelle des
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cytoplasmes de toutes les cellules
couplées, permettrait de diluer, en
dessous d’un seuil critique, les activa-
teurs des voies proapoptotiques. Cette
interprétation n’exclut pas, a priori,
d’autres mécanismes dépendants de
la Cx36 [4]. Une série d’expériences
in vitro sur plusieurs clones de deux
lignées différentes de cellules produc-
trices d’insuline dont I’expression de
(x36 a été soit augmentée soit réduite
expérimentalement par rapport a la
valeur des cellules natives, démontrent
que la protection contre I’apoptose
des cellules béta est directement liée
au taux d’expression de la Cx36 qui,
entre autres, est fortement diminué
par les mémes cytokines qui activent
I’apoptose des cellules béta (Figure 2)

[10].

Tirer parti des communications
intercellulaires pour I’innovation
thérapeutique

Ces observations soulignent le rdle,
jusqu’ici négligé, des communications
intercellulaires et des connexines dans
le controle de la survie des cellules
sécrétrices d’insuline, qui est essentiel
dans la pathogenese de la maladie
diabétique. Elles ouvrent par la de
nouvelles pistes pour le développement
de stratégies thérapeutiques innovantes,
ciblées sur les moyens d’accroftre,
voire rétablir, la résistance de ces
cellules a des agressions chimiques
et auto-immunes. C'est d’autant plus

Figure 2. Les cytokines Thl réduisent I’expres-
sion de Cx36 dans les cellules MING et les sen-
sibilisent a [’apoptose. En culture, les cel-
lules MIN6 agrégées expriment spontanément
la (x36 (points verts ; droite). ’exposition
a un mélange de cytokines diabétogéniques
réduit cette expression (milieu), qui devient
quasi nulle dans des cellules MIN6 transfec-
tées avec un ADNc codant pour un antisens
de la (x36 (gauche). La réduction au niveau
transcriptionnel de I'expression de (x36 est
associée @ une augmentation de I'apop-
tose des cellules MIN6, en réponse a des
cytokines Th1 (barre 30 um).

important face aux limites des outils
pharmacologiques et immuns actuels
et a I'explosion épidémique du diabete
dans le monde entier. Compte tenu
de la distribution spécifique de la
Cx36, qui est restreinte aux cellules
béta pancréatiques, a la plupart
des neurones et a quelques cellules
d’origine neuro-ectodermique [5], ces
nouvelles avancées thérapeutiques
pourraient également se révéler utiles
dans des maladies dégénératives du
systeme nerveux, dont les mécanismes
pathogéniques ressemblent a ceux qui
déclenchent la maladie diabétique. ¢
Connexin signaling: a new mechanism
for protection of insulin-producing
cells against apoptosis
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Un lien inattendu

entre maladie de Huntington
et syndrome de Rett

Jean-Christophe Roux™?, Diana Zala®*®, Nicolas Punayotisl’z,
Ana Borges-Correial?, Frédéric Saudou®*®, Laurent Villard!2

>Le syndrome de Rett est un grave
désordre neurologique d’origine géné-
tique. Il affecte le fonctionnement du
systéme nerveux central [1]. Cette mala-
die neurologique, dont I"incidence est
d’environ 1/15 000 naissances de filles
(400 nouveaux cas par an en Europe),
est la deuxieme cause de déficience
intellectuelle sévere d’origine génétique
chez la femme [2]. Le développement
est normal durant la période périnatale
jusqu’a 6 a 18 mois, puis s’installent
un ralentissement du développement
et une régression rapide des capacités
intellectuelles et de la communication
associés a une microcéphalie, des sté-
réotypies manuelles, des troubles de
motricité et des fonctions autonomes
[1]. Le gene responsable est MECP2,
localisé sur le chromosome X ; il code
pour un régulateur transcriptionnel [3].

Altération du transport axonal du BNDF
Nos travaux antérieurs ont montré
que des altérations du tronc cérébral
conduisent a des déficits des fonctions
autonomes chez les souris modeles défi-
cientes en Mecp2, tout comme chez les
filles atteintes du syndrome de Rett
[4]. Uanalyse du transcriptome du tronc
cérébral chez des souris déficientes en
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Mecp?2 a révélé des atteintes séveres
de la transcription de genes impliqués
dans le transport axonal. Parmi les génes
fortement sous-exprimés, nous avons
identifié Htt et Hapl, codant respecti-
vement pour les protéines Huntingtine et
huntingtin-associated protein 1. La Htt
contient une répétition de I’acide aminé
glutamine dans sa séquence amino-
terminale. Cette répétition est anorma-
lement longue chez les patients atteints
de maladie de Huntington ce qui induit
le développement d’une maladie neu-
rodégénérative pour laquelle il n’existe
pas de traitement curatif [5]. Ces deux
protéines Huntingtine et huntingtin-
associated protein 1 jouent un rdle
important dans la maladie de Hunting-
ton en régulant les complexes dynéine
et kinésine-1 qui sont les moteurs molé-
culaires responsables du transport le
long des microtubules de cargos et vési-
cules a lintérieur des neurones [6, 7].
Ainsi, Htt et HAP1 agissent comme des
facteurs favorisant le transport axonal
des vésicules contenant, notamment, le
BDNF (brain derived neurotrophic fac-
tor), facteur essentiel a la survie et au
bon fonctionnement des neurones [8].
De maniére intéressante, les patients
atteints de maladie de Huntington et de

syndrome de Rett présentent des déficits
moteurs importants qui seraient dus, en
partie, a des atteintes du métabolisme
du BDNF [9]. Il faut souligner qu’il existe
une grande différence entre ces deux
pathologies car la maladie de Hunting-
ton est une maladie neurodégénérative
conduisant a une perte neuronale, alors
que le syndrome de Rett est associé a un
dysfonctionnement des neurones sans
mort cellulaire. Malgré tout, nos résul-
tats montrent que la machinerie per-
mettant le transport vésiculaire du BDNF
est séverement affectée dans les deux
cas [8, 10]. Par ailleurs, les atteintes
transcriptionnelles ne se limitent pas aux
génes Htt et Hapl puisque nous avons
mis en évidence une atteinte de plusieurs
autres facteurs impliqués dans le trans-
port axonal. €n plus des dérégulations
transcriptionnelles, la quantité des pro-
téines Htt et Hapl est fortement réduite
dans le cerveau des souris déficientes
en Mecp2. €n s’intéressant tout parti-
culierement a une aire du cerveau riche
en BDNF et impliquée dans la régulation
des fonctions motrices, I"axe cortico-
striatal, nous avons montré la présence
de déficits, in vivo, de la répartition du
BDNF dans le cerveau des souris défi-
cientes en Mecp?. Ce résultat suggeére un
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