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ABREVIATIONS

ACTRIIA ou B: ACTivin Receptor IIA ou B

ADN: Acide DésoxyriboNucléique

AKT ou PKB : Protein Kinase B

ALK: Activin Like Kinase

AMH: Anti-Mullerian Hormone

AMHRII : Anti-Mullerian Hormone Receptor 11

ARN: Acide RiboNucléique

ARNm: ARN messager

ARX: Aristaless Related homeoboX

ATRX: Alpha Thalassemia/mental Retardation syndrome X-linked
BHLHE?22: Basic Helix-Loop-Helix family, member E22
BMP: Bone Morphogenetic Protein

BMPRII: BMP Receptor 11

c-MAF: MAF

CDK: Cyclin Depedent Kinase

ChgA : ChromograninA

CHIP : CHromatin ImmunoPrecipitation

CK19: Cytokératine 19

Co-SMAD: COmmon mediator SMAD

CS: Cellules Souches

DAN:Ss: Differential screening selected gene Abberative in Neuroblastoma
DAXX ou DAP6: Death-Associated Protein 6

DNA: DeoxyriboNucleic Acid

DNMT1: DNA (cytosine-5-)-MethylTransferase 1

EGF: Epidermal Growth Factor

EMT: Epithelial-Mesenchymal transition

EZH2: Enhancer of Zeste Homolog 2
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Fc : Fragment constant

FGF: Fibroblast Growth Factor

FOXO: FOrkhead boX subgroup O

FST: FolliStaTin

FSTL: FolliStaTin-Like

GDF: Growth and Differentiation Factor

GLI2: GLIoma-associated oncogene homolog 2

GLUT2: GLUcose Transporter 2

GS: Domaine riche en Glycine-Sérine

GTPases: Guanosine TriPhosphatases

H2A/2B/3/4: Histone 2A/2A/3/4

H3K27me3: triméthylation de la lysine 27 (K27) de I’histone H3
H3K4me3: triméthylation de la lysine 4 (K4) de I’histone H3
HDAC: Histone DeACetylase

HIF1a.: Hypoxia Inducible Factor 1o

HIT: Hamster Insulinoma Tumor cells, transformed with SV40
HOX: HomeobOX

I-SMAD: Inhibitor SMAD

ID1: Inhibitor of DNA binding 1

IFNy: InterFeroN gamma

IL-1B: InterLeukin 1beta

IL-6: InterLeukin 6

INHBA/B/C/E: INHibin Beta A/B/C/E

InhfBb-BMenl: modele murin d’invalidation du géne Inhbb combiné au modele SMen 1
INS1: INSulinoma rat cells

iPS: induces Pluripotent Stem cell

LAP: Latency Associated Protein

LOH: Loss Of Heterozygosity

LOX ou LoxP: Locus Of X (cross)-over in P1 bacteriophage
MAFA ou MAFB: Musculo-Aponeurotic Fibrosarcoma oncogene homolog A ou B
MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase
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MEFs: Mouse Embryonic Fibroblasts

MEN1: Multiple Endocrine Neoplasia type I
MHI1 ou 2: Mad Homology domaine 1 ou 2
MING6: Mouse INsulinoma cell line 6, transformed with SV40
miR ou miRNA: micro RNA

MLL: Mixed Lineage Leukemia

mTOR: mammalian Target Of Rapamycin
NEM1: Néoplasies Endocrines Multiples de type I
NF-1: NeuroFibromin-1

NF-kB: Nuclear Factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1
NGN3: NeuroGeniN3

NICD: Notch IntraCellular Domain

NKX6.1/6.2: NK6 homeoboX 1/2

PAKT: phosphoAKT

PAX4: Paired Box 4

PcG: Polycomb Group

PCR: Polymerase Chain Reaction

PDIC: Poorly Differentiated Invasive Carcinoma
PDX1: Pancreatic and Duodenal homeoboX 1
PI3K: Phospholnositide 3 Kinase

PP: Polypeptide Pancréatique

PRC2: Polycomb Repressive Complex 2
pPSMAD: phosphoSMAD ou SMAD phosphorylé
PTF1a: Pancreas specific Transcription Factor 1a
R-SMAD: Receptor-activated SMAD

RB: RetinoBlastoma 1

RE: Réticulum Endoplasmique

RIP: Rat Insulin Promoter

RipTag2: Rat insulin 2 promoter-SV40 large T antigen transgene expression
RNA: RiboNucleic Acid

ROS: Reactive Oxygen Species



RPM: Rotation Par Minute

SHH: Sonic HedgeHog

SMAD: Contraction de Sma (Small) et Mad (Mothers against decapentaplegic)
SOX6 ou 9: SRY (Sex determining Region-Y) bOX 6 ou 9

SUZ12: Supressor of zeste 12 homolog

SV40: Simian Virus 40

TGF-B: Transforming Growth Factor-f§

TNEPs: Tumeurs NeuroEndocrines Pancréatiques

TNFo: Tumor Necrosis Factor a

TPS53: Tumor Protein p53

TSC1/2: Tuberous SClerosis 1/2

TRRII: TGF B Receptor II

UTR: UnTranslated Region

VHL: Von Hippel-Lindau

VIP: Vasoactive Intestinal Peptide

aMenl: modele murin d’invalidation conditionnelle du gene Menl dans les cellules o
PMenl: modele murin d’invalidation conditionnelle du géne Men! dans les cellules 3

PMenTag: modele murin combinant le modele fMenl et RipTag2

Nomenclature :
Les genes sont écrits en italiques et les protéines en lettres droites (ex : Menl et Menin).

Pour les génes murins, la premicre lettre est en majuscule et les autres en minuscules (ex :
Menl).

Pour les geénes humains, toutes les lettres sont en majuscules (ex : MENI).

Les protéines possedent la premicre lettre en majuscule et les autres en minuscules (ex :
Menin)

Les stades embryonnaires sont écrits E + le nombre de jour de développement de I’embryon
(ex : E8.5, stade embryonnaire 8,5 jours)

22



INDEX DES FIGURES

FIGURE 1: HETEROGENEITES DES TINEPS ....ooeiiiiiiiiiiiiiiieeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e aaneaeseeeeeeeaeaeas 32

FIGURE 2: DIFFERENCE HISTOLOGIQUE ENTRE LES TNEPS « BIEN DIFFERENCIEES » ET « PEU DIFFERENCIEES » ...... 32

| 2(€716) BN YN SN ¥ 3 (0) 510 163 1 30\ 231 1 SRR 38

FIGURE 4: MUTATIONS DU GENE MEN1 (CORBO ET AL, 2010; THAKKER, 2014) ...cccoiiiiiiieiiecciieeee e 38

FIGURE 5: PROCESSUS DE DIFFERENCIATION DES CELLULES MATURES ADULTES DURANT LE DEVELOPPEMENT SELON

WADDINGTON (EGUIZABAL ET AL, 2013) ..uittiiiiieiiiiiee et ettt ettt e e e e ettt e e e e e e ataee e e e eeataaeeaeeenansaeeeeeeensraeaaeans 50
FIGURE 6: DIFFERENTS MECANISMES DE PLASTICITE CELLULAIRE (SUGIMOTO ET AL, 2011) .ccuvvviiiiiiiiiieeeeeiiieeeee, 52
FIGURE 7: DEVELOPPEMENT DU PANCREAS (SHIH ET AL, 2013) ..uiiiiiiiiiiiiiie ettt e 56
FIGURE 8 : DIFFERENCIATION ET SPECIFICATION DES CELLULES PANCREATIQUES (SHIH ET AL,2013) ....ccccccuvveeee... 58
FIGURE 9: MAINTIEN PHYSIOLOGIQUE DE L’HOMEOSTASIE DES CELLULES 3 ENDOCRINES PAR REPLICATION............ 62
FIGURE 10: PLASTICITE DES CELLULES ENDOCRINES DANS LES DIABETES DE TYPE I ET IL.....cccccooiiiiiiiiiiiciee, 66

FIGURE 11: FACTEURS DE TRANSCRIPTION ET VOIES DE SIGNALISATION IMPLIQUES DANS LA DIFFERENCIATION DES

CELLULES [3 ENDOCRINES DURANT LE DEVELOPPEMENT ......c.uiuiutiteiauteuteneeseesteneeseeteasesseetesaessessansesenssnsenseneeneensenenns 70
FIGURE 12: LE GLUCOSE, NOUVEAU FACTEUR IMPLIQUE DANS LA DEDIFFERENCIATION .......cccccotteriieeaniieeeneeeenenenns 78
FIGURE 13: PROCESSUS DE SYNTHESE ET DE MATURATION DES MIR ......ooiiiiiiiiiiiiiiie ittt 80
FIGURE 14: ROLE DES MIR DANS LE MAINTIEN DE L’ IDENTITE DES CELLULES ENDOCRINES 3 ET Ol....cevveeveeeieennenns 80
FIGURE 15: REPRESENTATION D’UN NUCLEOSOME (CUI & MIAO, 2010) ...ceiiiiiiiiiieeeeeiieee ettt e 82
FIGURE 16: REPRESENTATION DES DOMAINES BIVALENTS (WENG ET AL, 2012) woooiiiiiiiiieieecieeeeeeeeee e 84
FIGURE 17: REPRESENTATION DES DIFFERENTS MEMBRES DE LA FAMILLE TGF-f ....ccceoiviiiiiiiiiniieieciecie e 88
FIGURE 18 : ARBRE PHYLOGENETIQUE DES DIFFERENTS LIGANDS DE LA FAMILLE TGF-f .....cccccooiiviiiniiiiniieiieee 90
FIGURE 19: STRUCTURE DES RECEPTEURS DE TYPE I ET II DE LA FAMILLE TGF-P....ccceeiiiiiiiiieniieieeieeie e 94

FIGURE 20: REPRESENTATION CRISTALLOGRAPHIQUE DE LA SPECIFICITE DE RECONNAISSANCE ENTRE LES SMADS ET

LES RECEPTEURS DE TYPE I (MASSAGUE, 2000) ......uuutiiiiieiiiieeeeeiiieeeeeeecreeeeeeeeivreeeeeesnnvaeeeeassssaseeesassssseeessessnssaseesans 96



FIGURE 21 : VOIE DE SIGNALISATION « CANONIQUE » DE LA FAMILLE TGF-[3 ....cccccoviiiiiiiiiiiiiiniiiieicceceecee 98

FIGURE 22: EXPRESSION DES LIGANDS ET RECEPTEURS DE LA FAMILLE TGF-f3 DANS LE PANCREAS AU COURS DU

DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE. .....oiiiittuututtteeeeetieeteteeeeeeeeeeesesessesssssssssssssseseseseseesesseessssssesesssssssssssssssssssssseeeeeeens 102

FIGURE 23: ROLES DES LIGANDS TGF-f DANS LA PLASTICITE DES CELLULES [3 ENDOCRINES ........cccceeeueenieeneeenne 112

FIGURE 24: ROLE DE L’ ACTIVINB DANS LA PLASTICITE DES CELLULES [3 TUMORALES ET L’EMERGENCE DE TUMEURS

NEUROENDOCRINES HETEROGENES .......iiiiuutututtetreeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeseseesesssssssssssssssessssssssseseseeeeseesesesssssssssssssssssssssseeens 124

FIGURE 25: LES LESIONS TUMORALES, DEVELOPPEES PAR LES SOURIS RIPTAG2, N’EXPRIMENT PAS L’ ACTIVINB .. 170

FIGURE 26: LES PDIC, QUI SE DEVELOPPENT DANS LES SOURIS RIPTAG2 ET BPMENTAG, NE PRESENTENT PAS DE

CARACTERES PANCREATIQUES, MAIS MONTRENT UNE ACTIVATION DE LA VOIE DE SIGNALISATION PSMAD1/5..... 172

FIGURE 27: L’ ACTIVINB EST EXPRIMEE DANS DES INSULINOMES SPORADIQUES HUMAINS ET SON EXPRESSION EST

CORRELEE AVEC UNE PERTE D INSULINE ......uuuuuuttttttteteitiieeeeeeeeeeeeeeseseeassisssssssssesssessessesesaseeeeeeeessesessesssssssssssssssesseeeees 174

FIGURE 28: L’ABSENCE DE MENIN DANS DIFFERENTES LIGNEES CELLULAIRES CONDUIT A L’EXPRESSION D’INHBB

FIGURE 29: L’EXPRESSION D’INHBB EST REGULEE PAR DES MODIFICATIONS DES MARQUES H3K27ME3 A SON

PROMOTEUR, GRACE A MENIN .....iiiiiiiiiiiiiittttititeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessasaaaaasaraeereeeteeaeaeeeeeeeeseseassssssssssasareereaesaeeeeeeeees 186

FIGURE 30: DIFFERENTS MECANISMES DE PLASTICITE CELLULAIRE CONDUISANT AU DEVELOPPEMENT DES TNEPS

DANS LES MODELES MURINS BMENT ET RIPTAG2....c..oiuiiiiiiiiitieieeieee ettt sttt 192

FIGURE 31: HYPOTHESES D’INTERACTION DE MENIN AVEC LE COMPLEXE PRC2.........cooiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeees 200

24



INDEX DES TABLEAUX

TABLEAU 1: LES DIFFERENTES TNEPS: LEURS SIGNES CLINIQUES ASSOCIES, L’HORMONE PRODUITE.................... 34

TABLEAU 2: FREQUENCES DES GENES RETROUVES MUTES DANS LES TNEPS SPORADIQUES (ZHANG ET AL, 2013) 40

TABLEAU 3: MODELES MURINS PRESENTANT DE L’HETEROGENEITE TUMORALE DANS LES TNEPS DEVELOPPEES 44

TABLEAU 4: TABLEAU RECAPITULATIF DES DIFFERENTS RECEPTEURS DE LA FAMILLE TGF-f......ccocceiiiinniinnnnnnne. 94

TABLEAU 5: MODELES MURINS TRANSGENIQUES UTILISES POUR IDENTIFIER LES ROLES DES MEMBRES ACTIVINS

DANS LE DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE DU PANCREAS ENDOCRINE ET LA MORPHOGENESE ADULTE. ............ 104

TABLEAU 6: MODELES MURINS TRANSGENIQUES UTILISES POUR IDENTIFIER LES ROLES DES MEMBRES TGF-f3 ET

BMPS DANS LE DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE DU PANCREAS ENDOCRINE ET LA MORPHOGENESE ADULTE .. 108

TABLEAU 7: MODELES MURINS TRANSGENIQUES UTILISES POUR IDENTIFIER LES ROLES DES EFFECTEURS SMADS

DANS LE DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE DU PANCREAS ENDOCRINE ET LA MORPHOGENESE ADULTE. ............ 108

25






AVANT-PROPOS

Le cancer est bien souvent défini, dans les dictionnaires généralistes, comme « une maladie
qui a pour mécanisme une prolifération cellulaire anarchique, incontr6lée et incessante »
(Larousse). Cependant, avec les nombreuses avancées du siecle dernier, nous ne devrions plus
parler DU cancer mais DES cancers. En effet, de nos jours, le terme « cancer » recouvre un
vaste ensemble de maladies, différentes les unes des autres, classées selon les cellules et les
tissus, a partir desquels les tumeurs se forment. Il n’existe pas moins de 200 types de cancers.
Chaque organe, selon la cellule touchée, peut développer des tumeurs trés différentes, au
niveau des symptomes cliniques et de I’évolution de la maladie. De plus, il existe de grandes
variations entre patients, pour un méme type de cancer, selon leur historique génétique ou
environnemental, complexifiant les diagnostics et thérapies. C’est pour cela que depuis
quelques années, la médecine personnalisée a vu le jour, afin de traiter les patients de facon
individualisée, en tenant compte des caractéristiques génétiques et biologiques des tumeurs,

propre a chaque personne.

C’est le cas pour les Tumeurs NeuroEndocrines Pancréatiques (TNEPs), pour lesquelles il
existe une grande hétérogénéité de tumeurs, qui peuvent étre de nature tres différentes. Ce qui
est actuellement mal connu, est le mécanisme qui conduit au développement de ces 1ésions

tumorales hétérogenes.

La premiere hypothese est une origine cellulaire différente pour chaque tumeur. En effet, le
pancréas endocrine est formé de multiples structures isolées, réparties au sein des acini,
appelées les 1lots de Langerhans. Ces ilots sont composés de cinq types cellulaires : 3, o, 9, €
et PP (Pancreatic Polypeptide). Afin d’assurer le maintien de 1’homéostasie du glucose au
sein de l’organisme, ces cellules vont sécréter chacune leur propre hormone, comme
I’Insuline pour les cellules  ou le Glucagon pour les cellules o, qui vont &tre conduites, grace
a un systeme vasculaire dense, a leurs organes cibles tels que le foie, les tissus adipeux ou les
muscles. Ainsi, si un certain type de cellules endocrines acquiert des modifications génétiques

et biologiques, elles peuvent conduire au développement d’une tumeur particulicre.
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La deuxieme hypothese est la mise en place d’un processus de plasticité par les cellules
endocrines. La plasticité cellulaire est définie par la capacité des cellules a adopter des
propriétés biologiques (génétiques, moléculaires, phénotypiques) d’un autre type cellulaire.
Cette plasticité cellulaire prend notamment place au cours du développement embryonnaire,
grace a la capacité d’une cellule immature, a donner tous les tissus différenciés d’un individu
adulte. Ce mécanisme a ét€ rapporté dans des cancers, que ce soit dans 1I’émergence des
tumeurs précoces ou leur évolution tardive, et il est désormais bien connu que les cellules

pancréatiques différenciées possedent un certain potentiel de plasticité.

Afin de répondre a ces questions, notre groupe s’intéresse depuis quelques années a 1’étude
de lorigine cellulaire des TNEPs et la place de la plasticité des cellules endocrines

pancréatiques dans leur émergence et leur évolution.

Nous cherchons particuliecrement a mettre en évidence des facteurs extra- ou
intracellulaires, impliqués dans ce mécanisme. Une famille de facteur de croissance nous
intéresse particulierement, la famille Transforming Growth Factor-f (TGF-f). De leur
découverte, dans les années 70, a leurs fonctions émergentes mises en évidence actuellement,
notamment au sein du pancréas endocrine, la recherche scientifique sur cette famille subit un
intérét croissant grace a leurs roles biologiques, qui prennent place dans un large spectre de
tissus et systemes, du développement embryonnaire a 1’homéostasie et les pathologies

cellulaires chez ’adulte.

L’introduction bibliographique portera, dans un premier temps, sur les TNEPs. Je
caractériserai leur hétérogénéité (partie [.A) et décrirai les différents modeles murins
transgéniques, utilisés pour modéliser et étudier cette hétérogénéité tumorale (partie 1.B).
Puis, dans une deuxieéme partie, aprés avoir brievement décrit les concepts généraux de la
plasticité cellulaire (partie II.A), j’aborderai en particulier la plasticité du pancréas endocrine
(partie I1.B), ainsi que les facteurs connus ou émergents, responsable du maintien de 1’identité
des cellules endocrines (partie I1.C). Enfin, nous terminerons sur le role de la famille TGF-f3
(partie III.A) dans le développement embryonnaire du pancréas endocrine et sa morphogenese

adulte, ainsi que son implication dans la plasticité des cellules endocrines (partie I111.B).
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FIGURE 1: HETEROGENEITES DES TNEPS

Ce diagramme représente les différentes formes d hétérogénéité des TNEPs, qui conduisent a la classification

des tumeurs, grace a un diagnostic histologique et clinique.

3

> o

“peu différenciées” 2§

FIGURE 2: DIFFERENCE HISTOLOGIQUE ENTRE LES TNEPS « BIEN DIFFERENCIEES » ET « PEU

DIFFERENCIEES »

Ces différences sont décrites plus en détails en partie I.A.1.1.
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A. CARACTERISTIQUES DES TUMEURS

NEUROENDOCRINES DU PANCREAS

Les Tumeurs Neuroendocrines Pancréatiques (TNEPs) sont des tumeurs rares, représentant
environ 2% des tumeurs du pancréas. Elles touchent 2 personnes par million tous les ans.
Cependant, une augmentation du nombre de cas, due aux améliorations technologiques et
diagnostiques, a €té observée ces dernieres années. Ces TNEPs touchent principalement les
adultes avec une moyenne d’age de 50 ans. Aucune différence homme-femme n’est observée.
Actuellement, peu de facteurs de risques sont connus pour é&tre responsables de cette
pathologie. Cependant, des études récentes pointent notamment le diabete comme un facteur

favorisant I’émergence des TNEPs (Halfdanarson et al, 2014; Haugvik et al, 2015).

La particularité de ces TNEPs est leur grande hétérogénéité cellulaire, fonctionnelle ou

encore moléculaire, qui conduit a ’apparition de tumeurs variées et complexifie les

diagnostics et traitements (Figure 1).
1. Hétérogénéité cellulaire
i. Histologie et Différenciation cellulaire

Les TNEPs sont diagnostiquées par 1’état de « différenciation » des cellules les constituant.
Ce terme « différenciation » ne désigne pas l’expression de facteurs caractéristiques des

cellules matures, différenciées, mais la morphologie et la structure cellulaire des tumeurs.

11 est décrit des TNEPs « bien différenciées » et « peu différenciées ». Dans le premier cas,
I’analyse histologique montre une organisation cellulaire particuliere, sous forme trabéculaire,
glandulaire ou encore alvéolaire, avec une grande uniformité dans leur population cellulaire.
En revanche, pour les tumeurs « peu différenciées », il n’existe pas d’organisation précise.
Les cellules, de tailles variables, sont agrégées en feuillet mal défini, présentant une haute

densité cellulaire (Figure 2) (Verbeke, 2010).
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TABLEAU 1: LES DIFFERENTES TNEPS: LEURS SIGNES CLINIQUES ASSOCIES, L’ HORMONE PRODUITE

ET LEUR FREQUENCE D’APPARITION

TNEPs Signes cliniques Hormone Fréquence sur
tous les TNEPs
Bien différenciées Insulinome Hypoglycémie Insuline 30-45
Gastrinome Douleur Gastrine 16-30
(pancréatique et Ulcere
duodénal) Diarrhée
VIPomes Diarrhée Polypeptide intestinal <10
Hypocalcémie vasoactif
déshydratation
Glucagonome Intolérance au glucose Glucagon <10
Perte de poids
Rougeur cutanée
Somatostatinome Diabete Somatostatine <5
Diarrhée
Non fonctionnelle - Expression d’'une ou 25-100
plusieurs hormones
Peu différenciées - Pas d’hormone rare
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Bien que les marqueurs ChromograninA et Synaptophysin soient utilisés pour identifier le
caractere endocrine des lésions tumorales, peu d’éléments histologiques, autre que la
morphologie cellulaire, sont connus pour différencier les classes de TNEPs, notamment les
classes « bien différenciées » G1 et G2 (Figure 1). Cependant, bien que structurellement
semblables, ces tumeurs pourraient présenter une expression différente de marqueurs de

maturité.
ii.  Taux de prolifération des cellules tumorales

Les cellules tumorales des TNEPs présentent des taux de prolifération différents. Bien que
les tumeurs « peu différenciées » soient toutes tres prolifératives, au sein des tumeurs « bien
différenciées », on retrouve des 1ésions avec un faible ou moyen index mitotique. Récemment,
il a été mis en évidence une nouvelle catégorie de TNEPs « bien différenciées », présentant un
taux de prolifération supérieur a ceux décrit auparavant (Basturk et al, 2014; Basturk et al,
2015). Il s’avere donc que I'hétérogénéité de prolifération soit plus grande, que ce qui est

actuellement connu.
2. Hétérogénéité fonctionnelle

A Torigine, la fonctionnalité des TNEPs n’est pas défini par la capacité des cellules a
produire une hormone, mais par la présence ou non de symptdmes chez les patients. Au sein
des tumeurs « bien différenciées », certaines lésions vont induire des signes cliniques chez les
patients, elles sont dites « fonctionnelles » (Tableau 1). C’est le cas lors de sécrétion
importante d’Insuline par exemple. D’autres lésions, bien que produisant une ou plusieurs
hormones, n’engendreront aucun symptdme, ce sont des tumeurs « non fonctionnelles ». C’est
le cas des PPomes par exemple, qui produisent le Polypeptide Pancréatique, mais
n’engendrent aucun signe clinique sur les patients (Anlauf et al, 2006; DeLellis et al, 2004).
Un défaut de sécrétion des hormones pourrait étre a 1’origine de cette absence de
fonctionnalité des cellules et de signes cliniques associés (Anlauf et al, 2006). Cependant,

ceci reste a étre confirmé par des analyses plus poussées.
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3. Hétérogénéité hormonale

Le pancréas endocrine est composé de différents types de cellules endocrines qui vont
sécrétées chacune une hormone spécifique. Ainsi, si ce sont les cellules f§ productrices
d’Insuline qui deviennent tumorales, elles vont développer des insulinomes. Dans le cas de

cellules o, positives au Glucagon, les 1€sions sont appelées glucagonomes (Tableau 1).

Cette diversité hormonale des tumeurs est encore plus complexe car au cours de la
tumorigenese, les lésions peuvent changer d’hormones sécrétées voire produire plusieurs
hormones, et devenir multihormonales (Guimaraes et al, 2015; Larsson et al, 1975). A 1’heure
actuelle, cette multihormonalité est encore peu caractérisée. Il n’a pas encore ét€ bien décrit
s’il s’agit d’un type de cellules endocrines produisant plusieurs hormones, ou au sein d’une

méme tumeur, différentes cellules endocrines monohormonales.
4. Hétérogénéité génétique et moléculaire
i. Syndromes héréditaires

Il existe 4 syndromes héréditaires, pour lesquels les patients développent des TNEPs

(Jensen et al, 2008).

* La Neurofibromatose 1

Cette pathologie est caractérisée par des atteintes au niveau de la peau et du systeme
nerveux. Elle est due a des altérations dans le géne suppresseur de tumeur Neurofibromin-1
(NF-1), qui code la protéine Neurofibromin. Bien que les tumeurs duodénales se développent

majoritairement, des TNEPs ont été rapportées dans de tres rares cas (Nishi et al, 2012).

e La Sclérose Tubéreuse

La sclérose tubéreuse est une maladie autosomique dominante, due a des mutations sur
I’un des genes Tuberous Sclerosis 1 ou 2 (TSCI ou TSC2), codant respectivement 1’Hamartin
et la Tuberin. Elle est caractérisée principalement par des atteintes cutanées et neurologiques,
mais dans de rares cas des TNEPs peuvent se développer, notamment lors d’atteintes de
TSC2. Des tumeurs fonctionnelles, particuliecrement insulinomes et gastrinomes, ou des

tumeurs non fonctionnelles ont été décrites (Merritt et al, 20006).
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FIGURE 3: LA PATHOLOGIE NEM1

Représentation anatomique des organes endocrines atteints par des lésions tumorales dans la pathologie

NEM1 et leur fréquence d’apparition chez les patients, ainsi que le tableau de fréquences des TNEPs majeures se
développant chez ces patients (Jensen et al, 2008).

| IX
Points chauds g v v Vi Vv
des mutations germinales I ] I ‘ l
Géne MEN1 9 4| 10 3
T
1
Mutations retrouvées | | | | !
dans les TNEPs sporadiques

FIGURE 4: MUTATIONS DU GENE MENI1 (CORBO ET AL,2010; THAKKER,2014)

Les « points chauds », représentés en rouge, sont responsables de 20% des mutations germinales dans le

syndrome héréditaire NEM1. Chaque barre bleue représente une mutation somatique retrouvée dans les TNEPs

sporadiques. Les barres représentées en pointillées correspondent a des mutations somatiques identiques a des
mutations germinales de la pathologie NEM1.
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* La maladie Von Hippel-Lindau (VHL)

La pathologie VHL est une maladie autosomique dominante, engendrée par des mutations
hétérozygotes germinales du geéne suppresseur de tumeur VHL. Les altérations de ce gene
conduisent au développement de tumeurs bégnines ou malignes dans différents tissus
endocrines ou non, y compris dans les flots pancréatiques. Ainsi, dans 10 a 17% des patients
atteints de VHL, le développement de TNEPs, majoritairement non fonctionnelles, est

retrouvé (Cassol & Mete, 2015).

* Les Néoplasies Endocrines Multiples de type 1 (NEM1)

La pathologie NEMI1 est une maladie autosomique dominante, caractérisée par le
développement de tumeurs dans différents organes endocrines, comme 1’hypophyse, les
glandes surrénales ou le pancréas endocrine (Figure 3). Les TNEPs, retrouvées dans 20 a 70%
des patients NEM1, sont caractérisées par des microadénomes multiples et vari€s, dont les

plus fréquents sont les tumeurs non fonctionnelles et les insulinomes.

Le geéne responsable de la pathologie, le gene suppresseur de tumeur Multiple Endocrine
Neoplasia type 1 (MENI), qui code la protéine Menin, compte actuellement 1133 mutations
germinales. La majorité de ces mutations sont retrouvées dans la région codante ou les sites
d’épissage du gene. 75% d’entre elles sont inactivatrices et induisent une protéine non
fonctionnelle (Lemos & Thakker, 2008). Il existe notamment 9 sites, responsables de 20% des
mutations germinales connues, qui pourraient &tre considérés comme des points chauds
(Figure 4) (Thakker, 2014). Des groupes ont tenté de faire une corrélation entre les mutations
du gene et les manifestations cliniques de la pathologie chez les patients. Cependant, aucun
lien génotype/phénotype n’a actuellement été fait (Lemos & Thakker, 2008). L hétérogénéité

tumorale observée n’est donc pas liée a une différence de mutation du gene.

Enfin, dans 90% des TNEPs de cette pathologie, une perte d’hétérozygotie (LOH) du geéne
MENI, est observée, conduisant a la perte d’une portion du chromosome et donc du gene. Les
autres lésions, qui ne présentent pas de LOH, montrent des mutations de 1’allele sain du gene,

invalidant sa fonction suppresseur de tumeur (Pannett & Thakker, 2001).
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TABLEAU 2: FREQUENCES DES GENES RETROUVES MUTES DANS LES TNEPS SPORADIQUES (ZHANG ET AL,2013)
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Geénes Fréquences des
mutations

MEN1 44%

DAXX/ATRX 43%

mTOR 15%

TP53 3%




ii. Caractéristiques moléculaires des TNEPs sporadiques

Bien que de nombreuses études cherchent a comprendre les causes génétiques et
moléculaires de I’émergence de tumeurs sporadiques, qui représentent 90% des TNEPs, peu
de choses sont actuellement connues sur les mécanismes conduisant a leur développement.
Cependant, les geénes initiateurs de ces tumeurs commencent a étre bien décrits. En effet, les
genes MENI, DAXX (ou DP6, Death-Associated Protein)/ATRX (Alpha Thalassemia/mental
Retardation syndrome X-linked) ou encore mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), ont

été trouvés mutés dans des TNEPs non familiales (Tableau 2) (Jiao et al, 2011).

* MENI

En plus de son role dans la pathologie familiale héréditaire NEM1, grace a différents
groupes, la place du gene MENI a été étudiée dans les TNEPs sporadiques. Il a ét¢ montré
qu’une inactivation somatique de ce géne par mutation a lieu dans la moiti€ des TNEPs
sporadiques (Agarwal et al, 1997; Corbo et al, 2010; Jiao et al, 2011). Il existe a I’heure
actuelle 203 mutations somatiques décrites pour MEN], dont certaines sont identiques aux
mutations germinales, retrouvées dans la pathologie NEMI1 (Figure 4). Ces mutations sont
retrouvés a 14% dans les insulinomes, 16% dans les tumeurs non fonctionnelles et 60% dans
les glucagonomes (Lemos & Thakker, 2008; Wang et al, 1998). Bien que non familiales, les

TNEPs sporadiques semblent étre reliées de facon étroite a une altération du gene MENI.

* DAXX/ATRX

Les protéines Daxx et Atrx sont retrouvées mutées dans 43% des TNEPs (Tableau 2).
Celles-ci agissent ensemble en dimere dans le controle de la stabilité de la chromatine, en
particulier au niveau des télomeres. En cas d’absence de ces protéines, la longueur des
télomeres se trouve modifiée, favorisant la tumorigenese (de Wilde et al, 2012; Heaphy et al,
2011; Lewis et al, 2010). De plus, Daxx est aussi impliqué dans le controle du cycle cellulaire
grace a la stabilisation de la protéine Tumor protein p53 (TP53). En cas de mutation de DAXX
et de dommage a I’ADN, Tp53 ne pouvant étre stabilisée et le cycle cellulaire arrété, les
cellules accumulent des défauts génétiques, proliferent et génerent des tumeurs, comme les

TNEPs (Li et al, 2007).
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* mTOR

mTor, connue pour son réle dans la prolifération et la survie cellulaire, est trouvée mutée
dans 15% des TNEPs, induisant une activation anormale de sa voie de signalisation chez les
patients (Missiaglia et al, 2010; Zhou et al, 2011). Un traitement de souris, développant des
insulinomes, avec un inhibiteur de mTor (Evérolimus), combiné a une inhibition du facteur de
croissance épidermique (EGF), augmente la survie de ces souris (Chiu et al, 2010). Ainsi,
I’inhibition de la voie mTor, chez des individus atteints de TNEPs mutées pour cette protéine,

pourrait favoriser la survie et conduire a un meilleur pronostic vital.

e TP53

TP53, connu pour son role de suppresseur de tumeurs, est impliqué dans les TNEPs, avec
Daxx. Il a été€ également mis en évidence dans I’émergence des carcinomes tres prolifératifs et
dans le développement d’insulinomes murins lors de son inhibition dans les cellules f§
(Hanahan, 1985; Rindi et al, 2001). L’implication de TP53 reste cependant peu étudiée, car il

existe tres peu de TNEPs mutées pour ce gene.

Au vu de cette grande hétérogénéité de TNEPs, le diagnostic, ainsi que les traitements,
s’averent complexes. En effet, les premiers traitements donnés au patient ne permettent pas de
traiter les tumeurs mais de limiter I’hypersécrétion d’hormones et les signes cliniques
associés. La premiere ligne de traitement pour la tumeur est la chirurgie (Kulke et al, 2010;
Metz & Jensen, 2008). L’utilisation de chimiothérapie est actuellement débattue. En effet, les
molécules cytotoxiques montrent un effet moindre sur les 1ésions, avec un faible taux de
prolifération (Kulke et al, 2010). Des avancées sur des thérapies ciblées, touchant une atteinte
moléculaire particuliere, sont actuellement en cours. C’est le cas pour ['utilisation de

I’évérolimus, lors d’altérations de la voie mTor (Yao et al, 2008).

Ces dernieres années, des avancées importantes ont été réalisées afin de diagnostiquer et de
traiter au mieux ces tumeurs, en fonction leur nature et caractéristiques moléculaires. Il reste
cependant a comprendre 1’origine cellulaire de ces Iésions afin d’empécher leur émergence

précocement ou de freiner leur évolution.
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B. MODELES MURINS DE TNEPS ET

HETEROGENEITE TUMORALE

Durant ces 20 dernieres années, différents groupes ont mis au point des modeles murins
conduisant au développement de TNEPs, afin d’étudier leur origine cellulaire et leur
évolution au cours de la tumorigenese. C’est le cas dans des modeles d’invalidation totale de
genes d’inhibiteurs du cycle cellulaire comme p/8/p27 ou du récepteur au Glucagon (Babu et

al, 2013; Franklin et al, 2000; Yu et al, 2011).

Certains modeles sont particulierement intéressants, développant des TNEPs de nature
différente du compartiment touché par la modification génétique. Ces modeles sont de bons
outils pour étudier et comprendre quelle peut €tre 1’origine cellulaire des TNEPs et les

mécanismes conduisant a leur émergence.

1. Modele d’inhibition de p53 et pRb par expression de I’antigene grand T du virus

simien 40 dans les cellules  : modéle RipTag?2.

L’expression de 1’antigene grand T du virus simien 40 (SV40) va permettre aux cellules
d’échapper aux points de contrdle du cycle cellulaire, proliférer de facon incontrdler et
développer des tumeurs. Grice a sa fixation sur la protéine Retinoblastoma 1 (pRB), cet
antigéne provoque ’entrée des cellules en phase S du cycle cellulaire et, par inhibition des
fonctions de p53, leur échappement a 1I’apoptose. Dans le cas du modele RipTag2 (Rat insulin
promoter-SV40 large T antigen), développé depuis une trentaine d’années, cet antigene est
spécifiquement exprimé dans les cellules 3 pancréatiques, grace au promoteur de I’Insuline de

rat (Rat Insulin Promoter ou RIP) (Hanahan, 1985).

Ces souris développent a 5-7 semaines des hyperplasies des cellules 3, conduisant a des
insulinomes a partir de 12 semaines, provoquant de fortes hypoglycémies et la 1étalité de la
souris (Tableau 3). Plus récemment, des tumeurs trés prolifératives et invasives, n’exprimant
ni hormone de cellules endocrines pancréatiques, ni les marqueurs neuroendocrines

ChromograninA et Synaptophysin, ont été mises en évidence (Hunter et al, 2013).
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TABLEAU 3: MODELES MURINS GENERES POUR L’ETUDE DE LA TUMORIGENESE DES TNEPS

Modéle murin

ET LEUR HETEROGENEITE

Hétérogénéité tumorale
des TNEPs

Mécanisme

d’hétérogénéité
tumorale

Références

Modéle d’expression de I’antigéne T

Insulinomes et tumeurs

du SV40 ] ier s " ? L
RipTag2 T o ? Hunter et al. 2013
Modeéle d’activation de la voie SHH Pdx1- llots pancréatiques Plasticité cellulaire
CreER;CLEG2;Ki  normaux et tumeurs non (perte de maturité Landsman et al. 2011
f3af/f différenciées cellulaire)
Modele Délétion
Jd'invalidation d hété ” Men1TSM+ oy . >
invalidation du étérozygote Men14N3-8/ Insulinomes ? Crabtree et al. 2001
géne Men1
Insulinomes, gastrinomes,
Men1*T glucagonomes et tumeurs ? Bertolino et al. 2003a
mixtes
Délétion DN/DN-
homozygote Ment cre "RIP- Insulinomes ? Crabtree et al. 2003
spécifique dans
les cellules g
. Insulinomes +/- perte '
F/F. . ? .
Men1FF-RipCre+ dInsuline ? Bertolino et al. 2003b
Me n 1LoxP/LoxP_ X i i
. ? ;
RipCre+ Insulinomes ? Biondi et al. 2004

Délétion
homozygote
spécifique dans
les cellules a

Men1FF-GluCre+

Glu-Cre;Men1 f/f

Glucagonomes,
insulinomes

Insulinomes

Plasticité cellulaire
(conversion o/B)

Plasticité cellulaire
(conversion o/B) ?

Luetal. 2010

Shen et al. 2010
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Les auteurs ont comparé ces 1ésions aux TNEPs peu différenciées des patients. Ce modele
murin présente donc une hétérogénéité tumorale endocrine. Actuellement, aucune étude sur
I’origine cellulaire de ces 1ésions n’a été réalisée et aucun mécanisme, expliquant cette

hétérogénéité, n’a été pointé.

2. Modele d’activation de la signalisation Shh dans les cellules §, par surexpression

du facteur de transcription Gli2

La voie Sonic Hedgehog (SHH) est essentielle au cours de I’embryogenese dans le
développement du pancréas. Afin d’étudier son role dans les flots pancréatiques adultes,
Landsmann et coll. ont généré des souris surexprimant le facteur Glioma-associated oncogene
homolog 2 (GLI2) dans les cellules 3, grace au promoteur d’Insuline de rat, conduisant a

I’activation de la voie Shh.

Une activation prolongée de la voie Shh dans les cellules § conduit au développement de
tumeurs hautement prolifératives et non différenciées (Tableau 3). C’est grice a un
mécanisme de perte de maturité des cellules 3 et une réexpression des marqueurs de cellules
pancréatiques immatures que les TNEPs se développent. En effet, les cellules endocrines

retournent a un état non différencié et proliferent de facon accrue (Landsman et al, 2011).

La présence dans ce modele de tumeurs non différenciées et d’ilots pancréatiques
normaux, est due a un mécanisme de plasticité des cellules endocrines, induit par la voie de

signalisation Shh, les conduisant a se dédifférencier et développer des tumeurs.
3. Modéle murin d’invalidation du gene Menl

Comme il a été décrit précédemment (partie [.A.4), le gene MENI, prend une place de
choix dans la tumorigenese des TNEPs, qu’elles soient héréditaires ou sporadiques. Afin
d’étudier son rdle dans la tumorigenese pancréatique, divers modeles murins ont été générés

(Tableau 3).
i. Modéles murins d’invalidation hétérozygote

Les premiers modeles, par Crabtree et Bertolino, consistent en I’invalidation hétérozygote
d’un alleéle du gene. Dans le premier cas, les souris développent des hyperplasies des ilots

pancréatiques et des tumeurs a partir de 9 mois. Ces tumeurs présentent essentiellement une
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expression de I’Insuline. De plus, comme chez les patients NEM1, les souris développent des
tumeurs hypophysaires, parathyroidiennes et surrénaliennes (Crabtree et al, 2001). Le modele
généré par notre groupe montre des caractéristiques encore plus proches de la pathologie
humaine. En effet, les proportions de tumeurs pancréatiques, hypophysaires et surénaliennes
correspondent a ce qui est retrouvé chez les patients. De plus, différents types de TNEPs ont
été observés : insulinomes, glucagonomes et tumeurs multihormonales (Bertolino et al,

2003a).

Ces modeles ont permis de mettre en €vidence I'importance du geéne Menl dans
I’émergence et I’hétérogénéité des TNEPs, mais aucun mécanisme, responsable de cette

hétérogénéité, n’a été décrit.
ii. Modeéles murins d’invalidation conditionnelle

Pour étudier de facon plus précise le role de Menl dans la tumorigenese pancréatique, des
modeles murins d’invalidation spécifique ont été générés par la suite, consistant en une

absence de la protéine Menin dans un type cellulaire défini.
* Dans les cellules

L’invalidation conditionnelle du géne Menl dans les cellules 3 a été réalisée grace au
systeme Cre/Lox, consistant en I’expression spécifique de I’enzyme Cre recombinase dans les
cellules B, sous le contrdle du promoteur de 1’Insuline de rat, et la présence de site d’excision
LoxP (Locus of X (cross)-over in P1 bacteriophage) au sein du géne Menl. Trois modeles

différents ont été développés, décrivant le développement d’insulinomes exclusivement

(Bertolino et al, 2003b; Biondi et al, 2004; Crabtree et al, 2003).

Ces différents modeles ont permis principalement de mettre en évidence le role de Menl et
sa protéine dans la prolifération et le contrdle du cycle cellulaire, grace a ses interactions avec
de nombreux partenaires, permettant de réguler la transcription de génes cibles (Matkar et al,
2013). Aucune réelle hétérogénéité tumorale n’a été observée au sein de ces souris.
Cependant, notre groupe a mis en évidence une diminution d’expression de 1’Insuline au sein

des tumeurs, dont le mécanisme n’a pas été approfondi.
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e Dans les cellules a

De la méme maniere, I’invalidation conditionnelle du gene Men/ dans les cellules o a été
réalisée grace a l’expression de la Cre Recombinase sous le contr6le du promoteur du
Glucagon. Notre groupe a observé 1’apparition de glucagonomes et d’insulinomes au sein de
la méme souris. Grace au tracage cellulaire, il a ét¢ démontré que les cellules 3 des

insulinomes sont issues de cellules a ayant perdu le géne Men! (Lu et al, 2010).

De facon intéressante, 1’invalidation spécifique du gene Men/ dans les cellules a a permis
de mettre en évidence un nouveau mécanisme conduisant a I’hétérogénéité tumorale. En effet,
les cellules o deviennent plastiques, co-expriment 1’Insuline et le Glucagon a certains stades

de tumorigenese et génerent des insulinomes.

Les modeles murins sont de bons outils pour étudier 1’hétérogénéité tumorale et ont, dors
et déja, permis de mettre en évidence un mécanisme conduisant au développement de
différents types de lésions: la plasticit€ cellulaire. Dans un premier cas, les cellules
deviennent plastiques et conduisent a développer des tumeurs (cas de ’activation de Shh).
Dans l’autre cas, les cellules sont tumorales et dans un mécanisme d’échappement ou
d’évolution, au cours de la tumorigenese, elles deviennent plastiques et changent de nature

(cas de I’invalidation conditionnelle du géne Men! dans les cellules ).
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PARTIE1I :

PLASTICITE DU PANCREAS ENDOCRINE
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Potentiel de
différenciation

Totipotence
(Cellule-oeuf)

Pluripotence
(Cellules donnant les trois
feuillets embryonnaires)

Multipotence

(Cellules engagées dans un
tissu specifique;

cellules souches adultes)

Unipotence
(Cellules différenciées)

%

il

FIGURE 5: PROCESSUS DE DIFFERENCIATION DES CELLULES MATURES ADULTES DURANT LE DEVELOPPEMENT

SELON WADDINGTON (EGUIZABAL ET AL,2013)

Au cours du développement, une cellule-ceuf fertilisée va donner, par divisions et différenciations

successives, les différents types cellulaires, constituant un organisme vivant.
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A. CONCEPT GENERAL SUR LA PLASTICITE

CELLULAIRE

1. Différenciation cellulaire au cours du développement et maintien de I’homéostasie

des tissus
i. Cellules souches et développement

La cellule souche (CS) est la base de toute cellule, tissu et organisme différencié.
Possédant la capacité de s’autorenouveler, elle reste dans un état immature quiescent pour
donner, en cas de besoins physiologiques, des cellules matures différenciées. Au cours du
développement embryonnaire, différents types de cellules souches entrent en jeu afin de

générer un organisme multicellulaire viable. On retrouve (Figure 5):

v" les CS totipotentes, correspondant a la cellule-ceuf, capables de donner tous les types
cellulaires

les CS pluripotentes, capables de donner les trois feuillets embryonnaires

les CS multipotentes, plus matures, générant toutes les cellules d’un tissu

les progéniteurs, aux capacités de différenciation plus restreintes

AN NN

les précurseurs, déja engagés dans un type cellulaire défini.

Toutes ces cellules sont capables d’acquérir de nouveaux programmes génétiques, avec
I’expression de facteurs de transcription ou de cytokines différents, conduisant a la

différenciation cellulaire (Waddington, 1957).
ii. Cellules souches chez I’adulte

Le role de ces cellules souches ne se restreint pas au développement embryonnaire. En
effet, la génération de nouvelles cellules, a partir de tissus post-embryonnaires, est un élément
essentiel des vies multicellulaires animales et végétales, pour la croissance, la réparation des
tissus 1€sés ou encore la reproduction. Chez 1’adulte, ces cellules souches sont capables de se

différencier et maintenir I’intégrité cellulaire et fonctionnelle du tissu.
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Cellule-oeuf
fertilisée

— 5 Différenciation
- === Dédifférenciation

— — = Transdifférenciation

FIGURE 6: DIFFERENTS MECANISMES DE PLASTICITE CELLULAIRE (SUGIMOTO ET AL,2011)

Les cellules différenciées, formées a partir d’une cellule-ceuf, peuvent subir des mécanismes de plasticité les
conduisant a perdre leurs caractéres matures, c’est la dédifférenciation, ou a se convertir en une cellule d’un

autre type cellulaire proche, c’est la transdifférenciation (détaillé en partie I11.A .2).
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Chez I’homme, cette capacité reste majoritairement limitée a certains tissus, dont la peau,
I’intestin, le systeme hématopoiétique, les testicules pour la spermatogenese et le cerveau

(Wabik & Jones, 2015).
2. Plasticité et reprogrammation cellulaire des cellules différenciées

Outre les cellules souches, les cellules différenciées sont elles aussi capables de plasticité
cellulaire, afin de maintenir intact leur propre tissu et type cellulaire. Il est désormais bien
accepté que les cellules ne soient pas différenciées de facon irréversible, mais peuvent, lors de
besoins physiologiques ou de stress pathologiques, modifier leurs programmes génétiques et
moléculaires pour changer de nature cellulaire. Comparativement aux cellules embryonnaires,
le degré de plasticité des cellules différenciées reste toutefois limité. Cette plasticité cellulaire

fait intervenir deux mécanismes naturels : la dédifférenciation et la transdifférenciation.

La dédifférenciation est définie par la perte des marqueurs identitaires et matures de la
cellule différenciée, pouvant se répercuter sur sa fonction. La cellule revient ainsi dans un état
moins différencié, mais peut rester cependant dans son lignage cellulaire, comme progéniteurs
ou précurseurs, sans retourner a un €tat de cellules pluripotentes (Figure 6) (Jopling et al,

2011).

La transdifférenciation est caractérisée par la conversion d’une cellule différenciée en un
autre type cellulaire proche, sans état immature intermédiaire (Figure 6). Actuellement, chez
les mammiferes, cette conversion directe a été principalement observée expérimentalement. A
I’état naturel et en condition physiologique, la conversion ne serait pas directe et passerait par
un état de dédifférenciation, permettant a la cellule de se redifférencier en un autre type

cellulaire (Eguizabal et al, 2013; Jopling et al, 2011).

Au cours de ces deux processus, les cellules ne retournent pas a un état de pluripotence. En
revanche, la reprogrammation cellulaire a pour but de permettre a une cellule différenciée de
redevenir pluripotente, pour ainsi générer un type cellulaire éloigné de son type d’origine.
Contrairement aux mécanismes précédents, ce processus n’est pas naturel et nécessite des
manipulations génétiques in vitro, comme [’expression de facteurs de transcription
particuliers (Takahashi & Yamanaka, 2006). Ce processus est actuellement tres utilisé pour
les thérapies cellulaires et la médecine régénérative, avec la génération de cellules souches

pluripotentes induites ou iPS (induced Pluripotent Stem cells), qui peuvent étre utilisées pour
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la différenciation et génération de cellules matures (Eguizabal et al, 2013; Jopling et al, 2011).

Les premieres observations de dédifférenciation et transdifférenciation in vivo ont été faites
chez le poisson-zebre ou les amphibiens (Jopling et al, 2010; Knopf et al, 2011; Odelberg et
al, 2000; Tsonis et al, 2004). Bien que, chez les mammiferes, la régénération des tissus par
dédifférenciation ou transdifférenciation soit limitée, il a été rapporté, chez la souris une
dédifférenciation des cellules nerveuses de Schwann durant le développement embryonnaire
ou lors d’'un dommage nerveux local (Mirsky et al, 2008; Woodhoo et al, 2009) et une
conversion des cellules musculaires lisses de [’cesophage en cellules musculaires

squelettiques durant le développement post-natal (Patapoutian et al, 1995).

Chez les mammiferes, le mécanisme de plasticité le plus connu est la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT). Elle a d’abord ét€¢ mise en évidence durant le développement
embryonnaire, comme mécanisme permettant la formation du mésoderme ou le
développement de la créte neurale a partir de cellules épithéliales. Elle a depuis été mise en
cause dans différents processus pathologiques comme la cicatrisation, la fibrose ou encore la
progression tumorale (Nieto, 2013; Thiery et al, 2009). Elle se caractérise par la perte des
marqueurs €pithéliaux et le gain de facteurs mésenchymateux. Actuellement, ce mécanisme
est surtout étudi€é pour son implication dans 1’émergence de métastases durant la
tumorigenese. Les cellules tumorales de type €pithéliales pourraient acquérir des altérations
génétiques et moléculaires, les conduisant a exprimer des facteurs mésenchymateux. Ceux-ci
leur permettent de migrer dans 1’organisme et de coloniser un nouvel organe, donnant alors

des métastases.

Ces exemples montrent la place importante de la plasticité des cellules dans des processus
physiologiques au cours du développement ou pathologiques chez 1’adulte. Dans le cas du
pancréas, cette plasticité possede une place d’autant plus importante que des types cellulaires
variés, mais aux origines proches, se cotoient et communiquent entre eux pour la fonction de

I’organe.
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FIGURE 7: DEVELOPPEMENT DU PANCREAS (SHIH ET AL,2013)

a- entre le stade embryonnaire €9 et el1,5, bourgeonnements épithéliaux de part et d’autre de 1’endoderme

intestinal : formation du pancréas ventral et dorsal. b- au stade e12,5, fusion des bourgeons pancréatiques et

début de différenciation des cellules pancréatiques (acineuses en vert et endocrines/ductales en violet). c- au

stade el5,5, formation des ductes primitifs (en marron) et début de différenciation des cellules endocrines (en

rose et violet). d- structure finale du pancréas, composé de cellules acineuses regroupées en fin de ductes et de

petits groupes de cellules endocrines, formant les lots de Langerhans (détaillé en partie I1.B.1).
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B. PLASTICITE DES CELLULES PANCREATIQUES

DANS LE DEVELOPPEMENT, L’HOMEOSTASIE ET

LES PATHOLOGIES DES CELLULES ﬁ ENDOCRINES

Le maintien de I’intégrité structurelle du pancréas endocrine est essentiel pour la fonction
des flots pancréatiques dans la régulation de la concentration de glucose de 1’organisme. Cet
équilibre est basé sur la réplication/prolifération des cellules endocrines différenciées,
notamment f3, lors de changements et besoins physiologiques (Dor et al, 2004). Cependant,
ces dix dernieres années, de nombreuses études ont pointé I'implication des différents types
cellulaires pancréatiques dans la génération de nouvelles cellules endocrines. Dans cette
partie, je me concentrerai uniquement sur les processus de plasticité, impliqués dans la
génération ou le maintien des cellules (3 endocrines, dans un contexte physiologique ou

pathologique.

1. Plasticité et développement du pancréas : différenciation des cellules § endocrines

L’utilisation des modeles murins transgéniques a permis ces dernieres années de mieux

comprendre le développement embryonnaire du pancréas chez les rongeurs (Figure 7).

Au stade embryonnaire de 9 jours (E9), ’émergence de bourgeons épithéliaux de part et
d’autre de I’endoderme intestinal représente la premiere étape morphologiquement visible du
développement pancréatique. Ces deux bourgeonnements vont fusionner en un seul organe au
stade 12,5 jours. Simultanément, les cellules proliferent, menant a une augmentation rapide de
la taille de 1’organe, et vont former des structures tubulaires ramifiées. Durant cette premiere
phase, appelée transition primaire (Pictet et al, 1972), I’épithélium pancréatique reste non
différencié. A partir du stade embryonnaire E12,5 jusqu’a la naissance, 1’épithélium continue
son expansion en un réseau de ramifications complexes. En parall¢le, les différentes cellules,
constituant le pancréas, se différencient. A la fin de son développement, le pancréas a acquis
son organisation cellulaire, caractérisée par des groupes de cellules acineuses localisées en fin
de ductes et des cellules endocrines, agrégées en ilots pancréatiques ou ilots de Langerhans,

dispersés a travers le pancréas.
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FIGURE 8 : DIFFERENCIATION ET SPECIFICATION DES CELLULES PANCREATIQUES (SHIH ET AL,2013)

C’est grace a I’expression de facteurs de transcription spécifiques, aux différents stades du développement,
que les progéniteurs vont se différencier en différents types de cellules pancréatiques acineuses, ductales ou

endocrines (détaillé en partie I1.B.1).
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i. De Uinduction pancréatique a I’apparition des progéniteurs multipotents

Aux alentours du stade embryonnaire E8,5, la région prépancréatique dorsale et ventrale
est spécifiée dans I’endoderme intestinal par différents mécanismes moléculaires, dont
I’exclusion de facteur Shh ou des facteurs de croissance Bone Morphogenetic Protein (BMP)
et Fibroblast Growth Factor (FGF) (Deutsch et al, 2001; Hebrok et al, 1998; Kim & Melton,
1998; Rossi et al, 2001).

A ce stade, le bourgeon pancréatique dorsal et ventral ne possede pas de types cellulaires
différenciés. Ils sont constitués entierement de cellules progénitrices multipotentes (Figure 8)
(Zhou et al, 2007). Ces cellules vont alors exprimer plusieurs facteurs de transcription,
permettant de déterminer leur destinée cellulaire pancréatique. Trois facteurs de transcription
principaux sont retrouvés : Pancreatic and Duodenal homeobox 1 (PDX1), Pancreas specific
Transcription Factor 1a (PTF1a) et SRY box 9 (SOX9) (Ahlgren et al, 1996; Kawaguchi et al,
2002; Seymour et al, 2007). Des expériences de tracages cellulaires in vivo ont ainsi permis
de montrer que la délétion de Ptfla redirige les progéniteurs, destinés au pancréas, en cellules
du duodénum (Kawaguchi et al, 2002). A I'inverse, une expression ectopique de Pdx1 et
Ptfla est suffisante pour diriger les précurseurs du duodénum dans une voie de spécification

pancréatique (Afelik et al, 2006).
ii.  Compartimentation du pancréas : destinée acinaire, ductale ou endocrine

La conversion du tissu embryonnaire pancréatique, formé de cellules progénitrices
multipotentes, en organe, composé de cellules différenciées, est un processus avec différentes
étapes de différenciation, commengant par la séparation du compartiment acinaire et

endocrine/ductal.

Parallelement aux changements structuraux dynamiques que subit [’épithélium
pancréatique, les cellules progénitrices multipotentes s’engagent dans deux types de
différenciation cellulaire. En effet, des expériences de tracages cellulaires ont révélé que les
cellules, émergeant au bord du tissu pancréatique, correspondent aux cellules acineuses, alors
que les cellules composant le corps du tissu représentent les cellules endocrines et ductales
(Kopp et al, 2011b; Pan et al, 2013; Solar et al, 2009; Zhou et al, 2007). Chacun de ces
compartiments cellulaires va exprimer des facteurs de transcription qui lui sont propres. Les
facteurs de transcription NK6 homeobox 1/2 (NKX6.1/6.2) et Ptf1a sont des acteurs clés de ce

processus (Figure 8). Ils sont coexprimés au sein des progéniteurs multipotents, mais leur
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expression devient exclusive d’un des deux compartiments cellulaires apres la premiere étape
de différenciation. Ainsi, Nkx6.1/6.2 sont exclusivement retrouvés dans les cellules du corps
du tissu pancréatique, correspondant au compartiment endocrine et ductal. Ptfla est quant a

lui exprimé exclusivement dans les futures cellules acineuses (Schaffer et al, 2010).

Une fois cette premiere spécification effectuée, aux alentours de E12.5, les cellules non
acineuses subissent un changement morphologique, permettant la formation du ducte primitif.
Au sein de cette structure, un petit groupe de cellules va exprimer le facteur de transcription
Neurogenin3 (NGN3), qui marque le début de la différenciation endocrine (Figure 8)
(Gradwohl et al, 2000; Gu et al, 2002; Schwitzgebel et al, 2000). Ngn3 va inhiber
I’expression du facteur Sox9, caractéristique des cellules ductales (Magenheim et al, 2011;
Seymour et al, 2008; Seymour et al, 2007; Wang et al, 2010). Les cellules exprimant Ngn3
vont alors sortir du ducte primitif pour se différencier en cellules endocrines et donner les
ilots pancréatiques. Le contrOle de 1’expression de ce facteur est donc crucial dans I’initiation

de la différenciation endocrine et la formation des ductes.

iti.  Différenciation des cellules 8

Apres expression du facteur Ngn3, les précurseurs endocrines sortent du ducte primitif
pour rejoindre le tissu stromal adjacent. Bien qu’unipotents, ils sont capables de générer les 5
types cellulaires endocrines. Les précurseurs, exprimant Ngn3, vont subir des modifications
dynamiques dans [’expression de leur geéne, résultant en D’activation de facteurs de
transcription, spécifiques pour chaque type cellulaire endocrine. Ces facteurs contribuent
pleinement a la plasticité des précurseurs endocrines et a I’identité de chaque cellule (Holland
et al, 2002; Mastracci & Sussel, 2012). C’est le cas des facteurs de transcription Paired box 4
(PAX4), Pdx1 et Nkx6.1, qui sont des déterminants essentiels de la cellule f§ (Figure 8)
(Collombat et al, 2003; Gannon et al, 2008; Sosa-Pineda et al, 1997). Ainsi, I’expression
forcée de ces facteurs dans des précurseurs endocrines va favoriser la différenciation en
cellules B, au détriment des cellules a (Collombat et al, 2009; Schaffer et al, 2013; Yang et al,
2011b).

Le développement du pancréas rend compte de la plasticité de ses cellules, qui passent par
différents stades de maturité cellulaire, grace a des programmes transcriptionnels qui évoluent
et permettent 1’expression de facteurs spécifiques, impliqués dans la différenciation et

I’identité des cellules pancréatiques.
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2. Maintien de I’homéostasie des cellules B: réplication ou néogenese et plasticité

cellulaire

Le maintien de I’homéostasie des cellules B endocrines permet aux ilots pancréatiques de
garder une fonction physiologique intacte et un contrdle constant de la concentration en
glucose. Ce processus est une balance permanente entre la production de cellules et leur mort
par apoptose. Au sein de la communauté scientifique, la contribution du processus de
réplication cellulaire et de néogenese pancréatique, est hautement débattue depuis plus de dix

ans (Dor & Melton, 2004; Ziv et al, 2013).

i. Place de la réplication des cellules  dans le maintien physiologique de la

masse des ilots pancréatiques

La réplication des cellules f permet la formation de nouvelles cellules par division
mitotique de cellules matures existantes (Ballian et al, 2007). Ce mécanisme est important
dans le pancréas post-natal avec une augmentation de 4 fois de la masse des cellules 3 pour
donner des ilots pancréatiques adultes. I diminue avec 1’age chez les rongeurs comme chez
I’homme (Bock et al, 2003; Hanley et al, 2010; Rankin & Kushner, 2009; Teta et al, 2005;
Tschen et al, 2009). Différentes études, grace aux manipulations génétiques chez la souris, ont
pointé le role important de la prolifération et de différentes protéines du cycle cellulaire dans
ce processus (Heit et al, 2006). Ainsi, une expression de 1’inhibiteur du cycle cellulaire p27,
sous le contrdle du promoteur d’Insuline de rat, induit un diabete chez les animaux, avec une
perte de la masse des cellules § (Uchida, 2006). La mé&me observation a été faite apres une
invalidation des protéines Cyclin Dependent Kinase 4 (CDK4) et cyclin D2 (Georgia &
Bhushan, 2004; Rane et al, 1999). Des expériences de tracages cellulaires chez la souris ont
également démontré 1’utilisation de la réplication par les cellules 3 dans le maintien de la
masse de I’flot pancréatique adulte (Brennand et al, 2007; Dor et al, 2004; Kopinke et al,
2011).

En condition normale, physiologique chez I’adulte, les cellules 3 nouvellement formées
proviennent donc d’une réplication de cellules différenciées existantes et non de cellules
souches ou progéniteurs, présents au sein du pancréas (Figure 9). Ce processus ne s’apparente
pas a de la plasticité, décrite précédemment, n’induisant pas de changement de nature

cellulaire (Partie I1.A).
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FIGURE 9: MAINTIEN PHYSIOLOGIQUE DE L’HOMEOSTASIE DES CELLULES 3 ENDOCRINES PAR REPLICATION

ET PAR NEOGENESE LORS DE REGENERATIONS TISSULAIRES

Bien que la place de la plasticité cellulaire soit hautement débattue en condition physiologique, lors de
régénérations cellulaires, les cellules pancréatiques sont capables de devenir plastiques pour former de nouvelles
cellules B endocrines. C’est le cas (a) lors de destruction de cellules acineuses par ligation ductale, avec une
dédifférenciation et redifférenciation des cellules acineuses restantes ou (b) lors de destruction de cellules 3 par

I’action d’un agent chimique ou d’une toxine, avec une transdifférenciation des cellules a (détaillé en partie

IL.B 2.ii).
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Cependant, des études contradictoires ont suggéré le maintien de la masse des cellules 8
grace a de la néogenese, c’est-a-dire la formation de nouvelles cellules a partir de la

différenciation de progéniteurs, ou de la plasticité de cellules matures existantes.

ii. Néogenese et plasticité cellulaire lors de la régénération des cellules f

pancréatiques

Différentes sources de cellules souches ont été supposées par des études in vitro et in vivo,
mais les différentes observations restent toutefois contradictoires. En effet, des études ont
pointé I’existence de cellules souches pancréatiques au sein des ductes, du pancréas exocrine
ou des 1lots pancréatiques (Bonner-Weir et al, 2000; Seaberg et al, 2004; Smukler et al, 2011;
Zulewski et al, 2001). Il a notamment €t€ identifié au sein des ilots pancréatiques humains et
de rat, une population de cellules endocrines n’exprimant pas les hormones pancréatiques,
mais la Nestin, marqueur spécifique des cellules souches neurales. Il a été supposé que ces
cellules pourraient participer a la néogenese des cellules endocrines (Zulewski et al, 2001).
Cependant, des études in vivo ont indiqué que ces cellules positives pour la Nestin sont
exclusivement présentes dans des tissus non endodermaux, comme les cellules endothéliales
ou mésenchymateuses (Lardon et al, 2002; Selander & Edlund, 2002). Cette étude remet en
question les résultats de Zulweski et coll., et la présence de cellules souches au sein des flots
pancréatiques. Enfin, un marquage des cellules en division n’a pas mis en évidence la
présence de cellules souches au sein du pancréas, contrairement a la peau et 1’intestin, connus
pour en posséder (Teta et al, 2007). Ainsi, I’existence de cellules progénitrices pancréatiques
chez 1’adulte reste tres controversée et nécessite des études approfondies pour conclure sur

leur présence.

D’autre part, il a été émis [’hypothese que la néogenese des cellules 3 pourrait venir, non
pas de cellules souches, mais de cellules pancréatiques matures, subissant une
dédifférenciation ou transdifférenciation, lors de stimuli externes et de dommages
pancréatiques, nécessitant une régénération des cellules. Différentes études ont permis
d’analyser cette plasticité cellulaire, graice a des modeles murins, permettant une Iésion
pancréatique par chirurgie ou par destruction chimique, et des modeles génétiquement

modifiés (Figure 9) (Desgraz et al, 2011).
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* Lésions pancréatiques par chirurgie

Une ligation du ducte pancréatique, créant une dégénérescence des cellules acineuses, a
montré des résultats contradictoires sur la plasticité des cellules pancréatiques et la génération
de nouvelles cellules 3. En effet, des études ne montrent pas I’implication de cellules souches
ou de plasticité entre les différents compartiments pancréatiques pour la génération des
cellules (Kopp et al, 2011a; Kopp et al, 2011b; Rankin et al, 2013; Solar et al, 2009; Xiao et
al, 2013a). Cependant, d’autres groupes ont mis en évidence une augmentation de la masse
des cellules 3, grace a des cellules progénitrices du ductes, positives pour Ngn3 (Van de

Casteele et al, 2013; Xu et al, 2008).

Une étude récente de Pan et coll. a permis de comprendre le mécanisme complet, impliqué
dans la néogenese pancréatique lors d’une ligation du ducte (Figure 9) (Pan et al, 2013).
Apres la ligation, la majorité des cellulaires acineuses, en amont, dégénerent, mais certaines
acquicrent des caractéristiques moléculaires des cellules progénitrices multipotentes,
présentes lors du développement embryonnaire. Ces progéniteurs donnent naissance par
différenciation a des cellules acineuses, pour régénérer le pancréas exocrine 1€ésé, ou des
cellules ductales, qui, de la méme facon qu’au cours du développement embryonnaire, vont
exprimer Ngn3 et se différencier en cellules endocrines 3. Ce modele fait ainsi appel a la
dédifférenciation et redifférenciation des cellules acineuses pour la régénération du

compartiment exocrine, mais également ductal et endocrine.

* Destruction des cellules B par molécule chimique ou modification génétique

chez la souris

La streptozotocine est fréquemment utilisée, chez les rongeurs, pour induire une
destruction des cellules 3 et ainsi étudier les diabetes. Différentes études ont montré une
coexpression de différentes hormones apres un traitement avec cette molécule. En effet, des
groupes ont pu mettre en évidence des cellules coexprimant I’Insuline et le Glucagon, mais
également des cellules o présentant des marqueurs des cellules P, comme Pdx1 ou le
transporteur au glucose Glucose Transporter 2 (GLUT2) (Fernandes et al, 1997; Guz et al,
2001; Thyssen et al, 2006). Ainsi, ces observations suggerent 1’implication des cellules o

dans la régénération des cellules B, suite a leur destruction chimique (Figure 9).
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De méme, une destruction quasiment complete des cellules 8, grace a un traitement avec la
toxine diphtérique, ciblant un récepteur exprimé spécifiquement sur ces cellules, a montré par
tracage cellulaire une conversion des cellules o en cellules 3 pour régénérer les ilots

pancréatiques. Environ 5 a 10% des cellules o sont reprogrammées pour exprimer 1’Insuline,

Pdx1, Nkx6.1 ou Glut2 (Thorel et al, 2010).

Grace a différentes méthodes de régénération cellulaire, la plasticité des cellules
pancréatiques a été ainsi démontrée in vivo chez les rongeurs. Elle a récemment été mise en
évidence également chez le poisson-zebre dans un modele de destruction des cellules {3, qui
induit une transdifférenciation des cellules o en cellules f pour leur régénération (Ye et al,
2015). Ces mécanismes sont peu connus et décrits chez I’homme, par I’incapacité de créer des

modifications génétiques et des tragages cellulaires in vivo.

iii. Réplication et néogenéese des cellules B : cas de la gestation

Durant la gestation, une résistance physiologique a I’Insuline se met en place. Afin de
contrecarrer ce processus, une augmentation adaptative de sécrétion d’Insuline a lieu, par le
biais d’une hypertrophie et d’une hyperplasie des cellules {3, ainsi qu’une augmentation de
leur fonction, chez les rongeurs comme chez I’homme (Bone & Taylor, 1976; Parsons et al,
1992; Rieck & Kaestner, 2010; Sorenson & Brelje, 1997; Van Assche et al, 1978). Depuis
plusieurs années, de nombreuses études ont pu mettre en avant le role de la prolifération des
cellules B matures existantes dans ’augmentation de leur masse chez les rongeurs en
particulier. En effet, une augmentation de prolifération se met en place, grace a la Prolactine,
qui régule différentes cibles, dont Menin, suppresseur de tumeur, qui intervient dans le
contrdle de protéines du cycle cellulaire (Karnik et al, 2007). A I’heure actuelle, la place de la

réplication des cellules B semble étre I’élément clé dans ce processus.

Cependant, récemment, il a été pointé I’implication de la néogenese dans I’émergence de
nouvelles cellules (3, a partir de cellules progénitrices, en cas de gestation chez 1’homme
comme chez les rongeurs (Abouna et al, 2010; Butler et al, 2010; Toselli et al, 2014). La
plasticité des cellules pancréatiques pourrait étre impliquée dans I’augmentation de la masse
des cellules 3, mais ces observations restent encore peu nombreuses et demandent des études

complémentaires.
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FIGURE 10: PLASTICITE DES CELLULES ENDOCRINES DANS LES DIABETES DE TYPE 1 ET I1

La dédifférenciation pourrait &tre un mécanisme impliqué dans la pathogenese du diabete de type I et II,
conduisant a la perte de fonction des cellules 3 endocrines. Dans le diabéte de type I, elle pourrait étre médiée
par les cytokines proinflammatoires présentes dans I’environnement des cellules endocrines. Pour le diabete de
type II, la glucotoxicité semble &tre un élément clé dans cette plasticité cellulaire, que ce soit pour la fonction de

facteurs de transcription comme Foxol ou I’induction de stress cellulaire (détaillé partie I1.B.3).
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En conclusion, il semble donc exister une certaine plasticité des cellules matures au sein du
pancréas adulte murin, sans réelle preuve de cellules souches existantes. Dans des conditions
normales physiologiques, la réplication cellulaire se met en place pour maintenir 1’intégrité
des ilots pancréatiques. Mais lors de régénération tissulaire, il peut €tre observé de la
néogenese et de la plasticité des acini et ductes pancréatiques. Ces différents mécanismes de
formation de cellules 3 semblent fortement li€s aux types de stress subi et au degré de

dommages des ilots pancréatiques.
3. Role de la plasticité dans les pathologies des ilots pancréatiques : cas du diabéte

La plasticité des cellules endocrines pancréatiques a été récemment pointée dans certains
cas de diabete. Le diabete est défini par 3 types de pathologies : le diabete de type I, de type 11

et le diabete gestationnel.
i. Le diabéte de type 1

Le diabete de type I est lié a une destruction auto-immune des cellules 3 pancréatiques.
Aucune étude n’a réellement démontré un role de la plasticité cellulaire dans ce diabete.
Cependant, le stress induit par le systeme immunitaire et la présence de cytokines
inflammatoires dans I’environnement des cellules B pourraient favoriser une plasticité des

cellules endocrines (Figure 10) (décrit plus en détails en Partie I1.C.2.ii).
ii. Le diabete de type I1

Le diabete de type II est caractérisé par un dysfonctionnement des cellules 3 et une
résistance des organes périphériques (foie, tissu adipeux et muscles) a la réponse de
I’Insuline, pour réduire 1’hyperglycémie. Ce type de diabete présente une pathogenese
complexe (Ahren, 2005; Prentki & Nolan, 2006). En effet, dans un premier temps, une
résistance des tissus périphériques a I'Insuline induit une hyperglycémie, qui conduit a une
augmentation de sécrétion d’Insuline et de la masse des cellules (3, afin de contrecarrer cette
insulino-résistance. Le maintien d’un haut taux de glucose sanguin induit une glucotoxicité
des cellules B, et une perte de leur masse (Poitout & Robertson, 2008). Cette destruction a
tout d’abord été attribuée a une augmentation de 1’apoptose (Butler et al, 2003b; Lupi & Del
Prato, 2008). Ce mécanisme a d’ailleurs été observé chez des patients diabétiques (Butler et

al, 2003a). Cependant, il semblerait que le taux d’apoptose ne soit pas suffisamment élevé
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pour expliquer le dysfonctionnement des cellules 3 et la diminution de leur nombre, observé
en cas de diabete (Butler et al, 2003a; Butler et al, 2003b). Récemment, il a été proposé
qu’une dédifférenciation des cellules B pourrait étre le mécanisme parallele a 1’apoptose,
conduisant a la diminution de sécrétion d’Insuline. Ainsi, une diminution des marqueurs
Musculo-aponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A (MAFA), Nkx6.1 et Pdx1 a été
observée dans des tissus humains de patients diabétiques de type II (Yang et al, 2012) et dans

des modeles murins développant des diabetes (Matsuoka et al, 2010; Talchai et al, 2012b).

De plus, des études sur des modeles murins génétiquement modifi€s ont démontré une
dédifférenciation et proposé un mécanisme de pathogenese du diabete. Talchai et coll. ont
étudié, lors de différents stress physiologiques, I’effet de I’invalidation du facteur de
transcription Forkhead box 1 (FOXO1) spécifiquement dans les cellules {3, facteur connu pour
déterminer le devenir cellulaire des cellules entéroendocrines (Talchai et al, 2012a). En
réponse a des gestations multiples chez les femelles ou au vieillissement chez les maéles, les
souris invalidées pour Foxol montrent un phénotype similaire au diabete de type 2 humain.
En effet, les souris présentent une diminution de 30% de la masse des cellules B et une
sécrétion d’Insuline diminuée. Les auteurs ont montré que la diminution de la masse {3 est due
a une dédifférenciation de ces cellules, avec perte des marqueurs Insuline, Pdx1 et MafA. Ces
cellules dédifférenciées retournent a une €tat de progéniteurs endocrines et peuvent ainsi se
convertir en autres cellules endocrines comme les cellules o, & ou PP (Talchai et al, 2012b).
Les auteurs concluent que la perte progressive de Foxol chez des patients diabétiques pourrait

conduire a une dédifférenciation, causant le dysfonctionnement des cellules {3 (Figure 10).

Un autre modele murin, développant un diabeéte par manque d’excitabilité des cellules 3,
montre également une dédifférenciation de ces cellules, qui vont exprimer le facteur de
transcription Ngn3, caractéristique des précurseurs endocrines. Contrairement au modele
précédent, ces cellules ne sont pas capables de se redifférencier en cellules endocrines o

(Wang et al, 2014).

iii. Le diabete gestationnel

Lors de la gestation, une augmentation de la masse des cellules B est induite pour
compenser I’insulino-résistance qui se met en place. Lorsque cette compensation n’a pas lieu,

un diabete dit gestationnel se développe (Rieck & Kaestner, 2010; Zhang et al, 2010). Karnik
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et coll. ont ainsi pu montrer I’implication de Menin dans ce processus. En effet, lors de
gestation, les souris développent des 1ilots hyperplasiques, grace a la diminution de
I’expression de Menin dans les cellules f, qui favorise la prolifération. Lors d’une
réexpression de Menin dans ces cellules, la prolifération est inhibée et une hyperglycémie est
induite (Karnik et al, 2007). Un défaut de prolifération des cellules § semble ainsi conduire au
diabete gestationnel. Actuellement, aucune étude n’a montré 1I’importance de la plasticité de

ces cellules dans la survenue du diabete, comme c’est le cas pour un diabete de type II (Partie

II.B 3.11).

La plasticité cellulaire, et particulierement la dédifférenciation, pourrait étre le mécanisme
expliquant une part du dysfonctionnement et de la perte de masse des ilots pancréatiques dans
le diabete. Outre cette pathologie, les TNEPs, qui se développent au sein des flots
pancréatiques présentent une grande hétérogénéité par la nature des hormones produites, leur
fonctionnalité ou encore leurs caractéristiques moléculaires (Partie I.A). Des mécanismes de
plasticité cellulaire ont été proposés pour expliquer cette hétérogénéité, grice notamment a
I’invalidation conditionnelle du gene Menl, chez la souris, au sein des cellules o, qui conduit

a leur transdifférenciation en cellules 3 (partie détaillée en Partie 1.B.3.ii).

Au cours du développement embryonnaire du pancréas endocrine, du maintien de son
intégrité ou de la progression de ses pathologies, cet organe possede des cellules avec un
certain degré de plasticité. Bien que les processus de conversions cellulaires commencent a

étre bien décrits, les facteurs impliqués restent encore peu connus.
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FIGURE 11: FACTEURS DE TRANSCRIPTION ET VOIES DE SIGNALISATION IMPLIQUES DANS LA DIFFERENCIATION

DES CELLULES 3 ENDOCRINES DURANT LE DEVELOPPEMENT

Chaque étape de différenciation est régie par différentes expressions de facteurs de transcription,
caractéristiques de chaque type cellulaire pancréatique, comme Pdx1, Nkx6.1/2, Ngn3 et Pax4. L’expression de
ces facteurs est contrdlée par les voies de signalisation de Shh, Notch ou encore la famille TGF-f, afin de

générer et spécifier les différents lignages cellulaires pancréatiques (détaillé en partie I1.C).
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C. MECANISMES ET FACTEURS DE PLASTICITE

CELLULAIRE DANS LE PANCREAS ENDOCRINE

Les études sur le développement embryonnaire ont conduit a mieux connaitre les facteurs
clés de I'identité de chaque type cellulaire. Actuellement, grace a ces connaissances, de
nouveaux mécanismes sont étudiés pour leur capacité a réguler ces facteurs, et ainsi la

plasticité des cellules.

1. Role essentiel des facteurs de transcription dans D’identité des cellules

endocrines
i. Pdxl

Pdx1 est le premier facteur de transcription produit durant le développement pancréatique,
par des progéniteurs présents dans I’endoderme (Gu et al, 2002). Depuis de nombreuses
années, il est bien connu que ce facteur est important pour le développement du pancréas. En
effet, les souris invalidées pour Pdx1 ne développent pas de pancréas, étant incapables de
produire des cellules acineuses, ductales et endocrines (Jonsson et al, 1994; Stoffers et al,

1997) (partie I1.B.1.1).

Au cours du développement, Pdx1 est restreint aux cellules 3 et intervient dans leur
différenciation et leur fonction (Figure 11). Ainsi, une invalidation spécifique de Pdx1 dans
ces cellules induit une hyperglycémie et compromet leur différenciation (Ahlgren et al, 1998;
Gannon et al, 2008). Il est désormais bien connu que ce facteur est impliqué dans la régulation
de ’expression de genes spécifiques de ces cellules comme I’Insuline ou Glut2 (Ahlgren et al,
1998). Ainsi, une expression ectopique de Pdx1 dans des cellules pancréatiques non f§ induit
une différenciation de ces cellules, leur permettant de produire de I’Insuline (Ferber et al,
2000; Heller et al, 2001; Yang et al, 2011b). Enfin, Pdx1 permet le maintien de I’identité des
cellules 3, notamment en réprimant le programme cellulaire o.. Une étude récente de Gao et
coll. a ainsi montré que suite a la délétion spécifique de Pdx1 dans les cellules {3, ces cellules
se reprogramment et expriment Musculo-aponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B

(MAFB), facteur spécifique des cellules a (Gao et al, 2014b).
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ii. Nkx6.1/2

Nkx6.1/2 sont des facteurs de transcription exprimés au cours du développement
pancréatique, essentiels dans la génération des cellules endocrines, notamment § (Binot et al,
2010; Henseleit et al, 2005; Schaffer et al, 2010). Ils ont tout d’abord été décrits pour leur rdle
important dans la compartimentation des cellules acineuses et cellules endocrines/ductales
(Figure 11) (Schaffer et al, 2010). En effet, I’invalidation de ces facteurs chez I’embryon de
souris induit une expression ectopique du facteur Ptfla dans les cellules du pancréas en
développement, avec une augmentation des genes caractéristiques des cellules acineuses et
une diminution des cellules précurseurs endocrines exprimant Ngn3. A [D'inverse, une
expression forcée des facteurs Nkx6 sous contrdle du promoteur de Pdx1 réprime I’expression
de Ptfla, bloquant la différenciation de cellules acineuses, et induisant une augmentation des

marqueurs endocrines.

De plus, ces facteurs ont récemment été montrés essentiels dans la différenciation et
I’identité des cellules B endocrines (Figure 11). L’expression ectopique de Nkx6.1 dans des
cellules entéroendocrines a montré une reprogrammation partielle de ces cellules en cellules §
avec une expression de I’Insuline (Lee et al, 2014). De plus, une expression forcée du facteur
Nkx6.1 dans les précurseurs endocrines, sous controle du promoteur du gene Ngn3, induit une
augmentation du nombre de cellules 3 en détriment des autres cellules endocrines (Schaffer et
al, 2013). A l’inverse, son invalidation conduit a la mort des souris, par hyperglycémie,
quelques jours apres la naissance. Celle-ci est due a un défaut de différenciation des cellules
3, et une augmentation des autres cellules endocrines. De méme, une perte de ce facteur dans
les cellules 3 matures chez I’adulte conduit a un développement de diabete. Chez ces souris,
I’identité des cellules 3 est fragilisée, montrant une co-expression de I'Insuline et de la
Somatostatine, hormone spécifique des cellules . La perte de ce facteur tend ainsi les cellules

B a devenir 0 (Taylor et al, 2013).
iiti. Ngn3

Ngn3 est le facteur de transcription clé des précurseurs endocrines (Figure 11). L induction
de ce facteur est un élément essentiel durant le développement embryonnaire, permettant de
déterminer le devenir endocrine des cellules pancréatiques (Gradwohl et al, 2000; Gu et al,

2002; Schwitzgebel et al, 2000). En effet, si les cellules ne I’expriment pas, elles vont se
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différencier en cellules ductales et constituer les ductes pancréatiques (Magenheim et al,
2011; Wang et al, 2010). De plus, son expression a des stades précis du développement
embryonnaire semble importante dans le choix de différenciation endocrine. En effet, son
expression précoce au sein des progéniteurs pancréatiques permet une émergence de cellules

o alors que plus tardivement, les cellules 3 et § se développent (Johansson et al, 2007).

Chez 1’adulte, son expression et son rdle dans la néogenese pancréatique est encore
controversé (Xiao et al, 2013a; Xiao et al, 2013b). Récemment Xiao et coll. ont publié¢ deux
études montrant I’absence de transdifférenciation des cellules ductales surexprimant Ngn3 en
cellules et de rares cas de néogenese P apres la naissance chez la souris. Enfin, la
régénération cellulaire semble permettre une surexpression de ce facteur dans certaines
cellules ductales et permettre la différenciation en cellules  (Van de Casteele et al, 2013).
Cependant, ceci reste de rares cas et ne constitue pas un processus naturel physiologique

courant pour le maintien de la masse f3.
iv. Pax4 et Arx

Pax4 fait partie d’une famille de facteurs de transcription clés du développement
embryonnaire et de la différenciation cellulaire, par controle de la prolifération, la migration

et la survie des cellules.

Au niveau du développement du pancréas, il est essentiel a la génération des précurseurs
endocrines et la maturation des cellules 3 (Figure 11) (Collombat et al, 2009; Sosa-Pineda et
al, 1997). En effet, les souris invalidées pour Pax4 ne présentent pas de cellules § mais une
augmentation des cellules o (Sosa-Pineda et al, 1997). De méme, une expression de Pax4

dans des cellules souches embryonnaires humaines permet une différenciation en cellules 3

(Liew et al, 2008).

Chez I’adulte, il est exprimé majoritairement dans les cellules 3 et permet le maintien de
leur identité cellulaire. Ainsi, une expression ectopique de ce facteur dans les cellules o
conduit ces cellules a se transdifférencier en cellules f pancréatiques, permettant la
régénération de la masse de cellules § et empéchant ainsi le diab&te induit par streptozotocine
(Al-Hasani et al, 2013; Collombat et al, 2009). Cependant, de fagon surprenante, une
surexpression de Pax4 dans des cellules B induit une diminution des marqueurs MafA et

Glut2 (Hu He et al, 2011). Ces études montrent son implication dans la plasticité cellulaire.
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Des études approfondies du rdle de Pax4 dans les cellules 3 adultes semblent néanmoins

nécessaires pour connaitre le role de ce facteur dans le maintien de 1’identité 3.

Il existe, au sein des cellules o, un facteur, ayant un réle similaire dans la différenciation et
le maintien de 1’identité o, le facteur de transcription Aristaless Related homeobox (ARX)
(Figure 11). Une invalidation totale de ce facteur chez la souris induit une absence de
cellules a et une augmentation des cellules 3 (Collombat et al, 2003). De méme, la perte
d’Arx au sein des cellules a est suffisante pour induire la conversion de ces cellules en
cellules B et régénérer la masse de cellules § détruites par streptozotocine (Courtney et al,
2013). Enfin, une expression forcée d’Arx dans les cellules 3 entraine leur conversion en

cellules a (Collombat et al, 2007).

Ces différentes €tudes ont conduit a comprendre la relation entre Pax4 et Arx. Ces deux
facteurs sont co-exprimés précocement dans le développement embryonnaire. Chacun des
facteurs va inhiber 1’expression de ’autre, permettant de déterminer 1’identité o ou {3 de la
cellule. Ces deux facteurs sont donc des éléments clés de la différenciation et plasticité

cellulaire endocrine.

Bien que ces facteurs puissent changer I’identité de précurseurs endocrines in vitro ou in
vivo, ils semblent perdre cette capacité lorsqu’ils sont dérégulés dans des cellules
différenciées. En effet, ’expression de Pdx1 ou Nkx6.1 n’est pas suffisante pour convertir des
cellules différenciées a en cellules f§ (Schaffer et al, 2013; Yang et al, 2011b). Comme c’est
le cas pour la différenciation des cellules endocrines pendant le développement embryonnaire,
la conversion cellulaire fait intervenir de nombreux facteurs qui agissent temporellement et de

concert, pour rendre une cellule plastique capable de changer d’identité cellulaire.

Le role de ces différents facteurs est a I’heure actuelle trés bien connu au cours du
développement. Cependant, au sein des cellules endocrines adultes, les mécanismes qui les
régulent et les conduisent a contrdler 1’identité et la plasticité des cellules endocrines semblent

encore flous.
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2. Mécanismes controlant I’expression des facteurs de transcription essentiels a

I’identité des cellules endocrines
i. Voies de signalisation impliquées lors du développement

* Shh

Shh a un role essentiel dans le développement pour I’induction du pancréas. En effet, il est
spécifiquement exclu de I’endoderme pancréatique, pour permettre 1’expression de marqueurs
caractéristiques de ce tissu (Figure 11) (Hebrok et al, 1998; Kim & Melton, 1998). Ainsi une
expression ectopique de Shh dans les cellules exprimant Pdx1 induit une absence de pancréas

(Apelqvist et al, 1997).

Chez I’adulte, il est désormais connu que sa signalisation est présente dans les cellules
pancréatiques différenciées des ilots et des ductes (Hebrok et al, 2000; Thomas et al, 2000).
Mais peu de choses sont décrites sur son role. Récemment, une étude in vivo a permis de
mettre en évidence qu’une augmentation de |’activation de la signalisation Shh au sein des
cellules P différenciées induit une dédifférenciation de ces cellules, par perte des facteurs de
transcription clé de son identité : 1’Insuline, MafA et Nkx6.1. De plus, ces cellules
réexpriment le facteur Sox9, caractéristique de cellules progénitrices embryonnaires
(Landsman et al, 2011). Ainsi, la voie de signalisation Shh est impliquée dans la plasticité

cellulaire pancréatique durant I’embryogenese mais aussi chez 1’adulte.

e Notch

Notch est un récepteur de surface cellulaire, dont la voie de signalisation est essentielle au
cours du développement embryonnaire du pancréas, dans la différenciation des progéniteurs
pancréatiques vers les compartiments endocrines et ductaux. En effet, une répression de sa
signalisation induit une expansion excessive du compartiment exocrine. A 1’inverse,
I’activation constitutive de Notch permet une activation du facteur Nkx6.1 et I’expansion des
cellules endocrines (Figure 11) (Afelik et al, 2012; Esni et al, 2004; Murtaugh et al, 2003;
Schaffer et al, 2010; Wang et al, 2011).

Bien que des études in vitro suggerent que Notch soit impliqué dans la conversion
cellulaire et la génération de cellules productrices d’Insuline (Baeyens et al, 2009; Baeyens et

al, 2005), in vivo, la surexpression du domaine intracellulaire de Notch (NICD), dans les

cellules B différenciées n’a pas induit de phénotype particulier (Murtaugh et al, 2003).
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Ainsi, Notch est essentiel au développement mais ne semble pas étre impliqué dans la

plasticité des cellules adultes.

« TGF-B

La super-famille des facteurs de croissance transformants ou Transforming Growth Factor
B (TGF-p) est composée de nombreux facteurs de croissance, possédant un large spectre de
fonctions biologiques, du développement a I’homéostasie des tissus adultes. Ainsi, les ligands
de cette famille possedent des roles dans la différenciation et la plasticité cellulaire du
pancréas endocrine (détaillé en partie III.B.4). Précocement dans le développement, lors de
I’induction pancréatique, les ligands BMPs, sécrétés par le mésoderme cardiaque, permettent
la spécification du pancréas et du foie (Deutsch et al, 2001; Rossi et al, 2001). Puis, au cours
du développement, ces ligands ainsi que les Activins vont jouer un rdle majeur dans le
devenir des cellules endocrines et leur différenciation, en contrélant I’expression de facteurs
clés comme Pdx1 et Pax4 pour les cellules 3 ou Arx pour les cellules o (Figure 11) (Frandsen
et al, 2007; Kanno et al, 2006; Mamin & Philippe, 2007). Ainsi, de nombreuses études
utilisent désormais les Activins et les BMPs pour générer des cellules produisant I’Insuline in
vitro, notamment dans les thérapies cellulaires pour les diabetes. Les ligands TGF- sont
moins impliqués durant le développement. Cependant, ils contrdlent I’expression d’Insuline,
grace a leur effecteur Small Mothers against decapentaplegic 3 (Smad3), et donc I’identité des

cellules B adultes (Lin et al, 2009).
ii. Mécanismes émergents dans le controle de I’identité des cellules endocrines

* Nutriments et glucose

La place du glucose dans la néogenese et la plasticité des cellules pancréatiques a, depuis
plusieurs années, été supposée dans des modeles de rats infusés au glucose (Bernard et al,
1999; Jetton et al, 2008; Paris et al, 2003). Ces études ont démontré une augmentation de la
masse de cellules 3, sans observer de prolifération de celles-ci. Cependant aucune étude
approfondie n’a permis d’identifier de cellules précurseurs. Plus récemment, c’est grace au
modele du poisson-zeébre que les nutriments ont été pointés pour induire la néogenese des

cellules B (Ninov et al, 2013).
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Le glucose, par son entrée dans la cellule § griace au transporteur Glut2, induit, lors de variations de
concentrations, des mécanismes 1) de stress du réticulum endoplasmique (RE) et 2) de stress oxydatif, qui
peuvent conduire a une dédifférenciation. Le glucose est également connu pour contrdler la localisation de

Foxol (3), facteur de transcription important dans le maintien de 1’identité et la fonction de la cellule § (détaillé

Milieu extracellulaire
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FIGURE 12: LE GLUCOSE, NOUVEAU FACTEUR IMPLIQUE DANS LA DEDIFFERENCIATION

DES CELLULES B ENDOCRINES

partie I1.C 2.ii).
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Les auteurs ont ainsi pu démontrer une augmentation de la prolifération des cellules 8
existantes, mais également une différenciation de cellules § nouvellement formées a partir de
progéniteurs du ducte pancréatique, lors de haute concentration en nutriments. Ceci a
également été suggéré pour la pathogenese du diabete. En effet, dans le cas du diabete de type
II, les patients sont hyperglycémiques. Les cellules B deviennent ainsi glucotoxiques et
meurent par apoptose. Cependant, des études ont montré que les fortes concentrations en
glucose induisent un stress du réticulum endoplasmique (RE) et un stress oxydatif (Reactive

oxygen species ROS), conduisant a une dédifférenciation des cellules 3 (Figure 12) (Guo et

al, 2013; Lombardi et al, 2012; Robertson, 2004).

Enfin, le glucose pourrait, comme le stress oxydatif, réguler la localisation nucléo-
cytoplasmique de facteurs de transcription, comme Foxol, déja impliqué dans la plasticité
cellulaire et le développement de diabete (détaillé en partie II.B.3.i1). En effet, en cas
d’hyperglycémie, ce facteur est retrouvé au niveau des noyaux des cellules endocrines f3,

permettant ainsi d’agir sur le controle de I’identité de ces cellules endocrines (Figure 12)

(Talchai et al, 2012b).

Il semble que les nutriments et le glucose aient une place importante dans la plasticité

cellulaire et pourraient alors avoir un réle clé dans la pathogenese du diabete.

* Cytokines proinflammatoires

Les cytokines proinflammatoires ont été impliquées dans la pathogenese des diabetes de
type I et de type II. Dans le premier cas, ’infiltration des cellules immunitaires
mononucléaires induit une sécrétion de Tumor Necrosis Factor o (TNFa), Interferon y (IFNy)
et Interleukin-1f3 (IL-1p) au sein des 1lots pancréatiques et la destruction des cellules 3. Pour
le diabete de type 11, le TNFa et I’Interleukin-6 (IL-6) sont sécrétés par les adipocytes et 1’IL-
1P par les cellules B endocrines, lors d’hyperglycémie (Donath et al, 2003; Maedler et al,
2002). Ces cytokines, constituant 1’environnement cellulaire des lots pancréatiques dans ces
pathologies, pourraient étre impliquées dans la plasticité cellulaire des cellules endocrines.
Une étude de Oetjen et coll. a pu montrer le role de I'IL-1f sur la transcription du geéne de
I’Insuline in vitro. En effet, la présence de cette cytokine induit une diminution de I’activité
du promoteur de I’Insuline sur des cellules p HIT (cellules tumorales d’insulinomes

d’hamster) (Oetjen et al, 2007). Ce rdle sur la transcription serait médié par I’inhibition du

79



miRNA
pri-miRNA

Clivage par Drosha (

ﬁ Export du pre-miRNA
Dicer1/clivage -@

( Séparation des doubles
brins de miRNA

miRNA mature = )
dans le complexe AGO

54 aanss 3

ARNm cible Identification et
régulation de la cible

FIGURE 13: PROCESSUS DE SYNTHESE ET DE MATURATION DES MIR

Transcrits a partir d’une séquence d’ADN spécifique, les miR, ou miRNA, vont subir différents clivages par
les protéines Drosha et Dicerl. Ils sont ensuite exportés par I’Exportine 5 dans le cytoplasme ou ils se lient a leur

ARNm cible, provoquant sa dégradation ou sa répression traductionnelle.
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FIGURE 14: ROLE DES MIR DANS LE MAINTIEN DE L’IDENTITE DES CELLULES ENDOCRINES B ET o

Les miR-125b et miR-182 ont été montrés essentiels dans le maintien de 1’identité des cellules (3, par
I’inhibition d’expression du facteur c-Maf ou des inhibiteurs d’Insuline, Sox6 et Bhlhe22. Ces miR ne sont pas

retrouvés exprimés au sein des cellules o, expliquant I’expression du c-Maf et 1’absence d’expression d’Insuline.
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facteur de transcription MafA, important dans la transcription de I’Insuline. Dans le méme
sens, une stimulation au TNFa inhibe I’expression d’Insuline dans des cellules p MING6
d’insulinomes murins, par inhibition de la transcription des facteurs clés MafA et Pdx1 (Zhao
et al, 2012). Les cytokines proinflammatoires peuvent donc étre importantes pour le controle
de la fonction des cellules § mais également pour leur identité, en agissant sur les facteurs de

transcription caractéristiques de ces cellules.

e Les miR

Les miR ou microARN sont des petits ARNs non codants se liant a la région 3’UTR
(Untranslated Region) des ARN messagers (ARNm), pour les dégrader et ainsi inhiber la

production de la protéine (Figure 13).

Ces dix dernieres années, différentes études ont montré I’implication de ces miR dans le
développement et la différenciation des cellules endocrines pancréatiques (Kaspi et al, 2014).
La perte de I’enzyme Dicer, contribuant a 1’établissement des miR, conduit a une agénese du
pancréas chez la souris, avec un défaut de développement de tous les types cellulaires
pancréatiques (Lynn et al, 2007). Ceci correspond au méme phénotype que dans les souris
invalidées pour le facteur de transcription Pdx1, essentiel pour 1’émergence et la

différenciation des progéniteurs pancréatiques (Jonsson et al, 1994).

De plus, des études récentes ont montré un role des miR dans le maintien de I’identité des
cellules endocrines, particulierement f (Klein et al, 2013). Ainsi, grice a un criblage des
différents miR exprimés dans chaque type cellulaire endocrine pancréatique, Klein et coll. ont
pu mettre en évidence 1’expression de 13 miR principaux dans les cellules a et 171 dans les
cellules . Une étude plus approfondie du proto-oncogene c-Maf, exprimé exclusivement
dans les cellules o, leur a permis de montrer que certains miR surexprimés dans les cellules 3
in vitro, vont se fixer sur ’ARNm du c-Maf, permettant sa dégradation et le maintien de
I’identité B (Figure 14). Dans les cellules o, ces miR sont absents ou tres faibles, expliquant

I’expression de ce facteur.

Dans le méme sens, les miR permettraient de réguler 1’expression d’Insuline dans les
cellules . Ainsi, dans des souris ne pouvant produire de miR, par une invalidation totale de

I’enzyme Dicer (Melkman-Zehavi et al, 2011) ou spécifique dans les cellules f (Kalis et al,

2011), une perte d’Insuline est observée.
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Les nucléosomes sont constitués de 4 histones différents (H2A, H2B, H3, H4), représentés deux fois, formant
ainsi un octamere. C’est autour de cette structure que s’enroule la chromatine (en gris). Ces protéines sont
hautement conservées entre espece (exemple ici chez le Plasmodium falciparum, Pf). Comme chez les
mammiferes, des méthylations (ici en jaune) ou acétylations (en vert) de certains résidus de ces histones
permettent de réguler cet enroulement et ainsi la condensation de la chromatine. La majorité des modifications,

catalysées par des enzymes spécifiques (noté au-dessus de chaque modification), ont lieu sur les histones H3 et

H4.
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Les miR, présents en condition normale, permettraient ainsi, au sein des cellules (3, une
dégradation et répression des inhibiteurs de la transcription d’Insuline, comme SRY box 6
(SOX6) ou Basic Helix-Loop-Helix family, member E22 (BHLHE22), et ainsi une production
de I’hormone (Figure 14) (Melkman-Zehavi et al, 2011).

Ces études mettent en avant le r6le que pourrait avoir les miR dans la plasticité cellulaire et
les conversions entre cellules. Il a ét€ notamment montré que les souris invalidées pour Dicer
ont une augmentation des genes neuronaux au niveau des cellules endocrines (Kanji et al,
2013). Dans ce cas, la perte des miR rendrait les cellules endocrines plastiques et
permettraient une redirection vers un type neuronal. Une dérégulation des miR pourrait ainsi
permettre I’expression de facteurs de transcription clés d’un type cellulaire, comme Pax4 ou

Arx, conduisant a la conversion cellulaire.

* Modifications épigénétiques

Les modifications épigénétiques sont des processus qui permettent de controler la
condensation de la chromatine et l’accessibilit¢ des facteurs de transcription sur cette
derniecre. Grace a ces mécanismes, l’expression des geénes est régulée au niveau

transcriptionnelle. On retrouve la méthylation de I’ADN et les modifications des histones.

La méthylation de I’ADN s’effectue grice a des enzymes DNA Methyltransférases
(DNMT), comme DNMTI. Cette enzyme a €ét€ montrée impliquée dans le maintien de
I’identité des cellules 3 endocrines. En effet, une invalidation spécifique de Dnmtl dans les
cellules f murines conduit & une perte progressive des méthylations de I’ADN et une
conversion des cellules 3 en cellules o (Bramswig et al, 2013). Ceci est du a une réactivation
dans ces cellules du gene Arx suite a la déméhtylation (Dhawan et al, 2011). Ainsi, la
déméthylation de I’ADN peut étre un processus impliqué dans les phénomenes de plasticité
cellulaire du pancréas endocrine par modification d’expression des geénes clés des cellules

comme Pax4 ou Arx.

Les modifications d’histones font aussi partie de la régulation épigénétique de 1’expression
des geénes. Ces protéines constituent les nucléosomes, structures enroulant la chromatine et
permettant sa condensation. Les modifications sur les résidus des histones, comme
I’acétylation ou la méthylation (Figure 15), vont permettre de modifier la conformation de
la chromatine autour des nucléosomes, rendant ou non possible 1’acces des facteurs de

transcription.
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FIGURE 16: REPRESENTATION DES DOMAINES BIVALENTS (WENG ET AL,2012)

La majorité des promoteurs de genes vont posséder soit une triméthylation en position H3K4, conduisant a
un état décondensé de la chromatine et a une accessibilité des facteurs de transcription, soit une triméthylation en
position H3K27, qui, a I’inverse, ne permet pas une fixation a I’ADN de facteurs. Les domaines bivalents, quant
a eux, possédent les deux types de marques, qui conduisent a une répression de la transcription (détaillé en partie

I1.C 3.ii).
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Ces modifications ont été impliquées dans le développement du pancréas et la
détermination des devenirs cellulaires. Tout d’abord, les enzymes Histone Déacetylases
(HDAC) de classe I, qui sont responsables de la déacétylation des histones, semblent
promouvoir le développement des cellules endocrines (Haumaitre et al, 2008). Les HDAC de
classe IIa limitent quant a elles les étapes finales de différenciation des cellules 8, en inhibant
I’expression de Pax4. En effet, une invalidation des HDACS et 9 chez la souris augmente le
nombre de cellules f (Lenoir et al, 2011). De méme, les méthylations des histones sont
importants au cours du développement embryonnaire. En effet, depuis quelques années, il a
été décrit la présence de genes développementaux bivalents, possédant des histones aux
méthylations activatrices (triméthylation de la lysine 4 de I’histone H3 ou H3K4me3) et
inhibitrices (triméthylation de la lysine 27 de I’histone H3 ou H3K27me3) au sein de la méme
région (Figure 16). Ces doubles marques permettent une répression de la transcription mais
également une rapide activation quand le geéne est nécessaire, notamment au cours du

développement (Voigt et al, 2013).

Pdx1 est décrit comme un gene bivalent. Il est réprimé avant le stade des progéniteurs
pancréatiques, puis a E10,5 les marques H3K27me3 sont perdues, permettant sa rapide
expression dans les progéniteurs multipotents (van Arensbergen et al, 2010). Ainsi, il pourrait
étre possible que certains genes spécifiques de la différenciation des cellules endocrines
restent bivalents dans les cellules différenciées et qu’une modification de leurs marques

induise leur répression ou expression, résultant en une conversion cellulaire.

En conclusion, les cellules pancréatiques peuvent étre plastiques et se convertir en un autre
type cellulaire pancréatique. Ceci fait intervenir des facteurs de transcription clés des
différents types cellulaires, mais également des mécanismes régulant leur expression. C’est la

combinaison de tous ces éléments qui conduit a une plasticité cellulaire.
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PARTIE I11:

LA SUPER-FAMILLE TGF- ET

LE PANCREAS ENDOCRINE
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FIGURE 17: REPRESENTATION DES DIFFERENTS MEMBRES DE LA FAMILLE TGF -8

La famille TGF-$ est composée de 5 sous-groupes de ligands, qui, grace a des récepteurs de type I et II

spécifiques, vont induire une réponse intracellulaire, a travers des effecteurs communs, appelés Smad, pour

contrdler I’expression de genes cibles (détaillé partie I1.A).
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A. DESCRIPTION DE LA FAMILLE TGF-f

La super-famille TGF-f3 est connue pour son large spectre de fonctions, impliquées aussi
bien dans le développement embryonnaire, que la fonction des tissus adultes et leurs
pathologies. Au sein de cette famille de facteurs de croissance, on retrouve 5 grands sous-
groupes : les TGF-3, les BMPs, les Activins, les facteurs de croissance et différenciation ou
Growth and Differentiation Factors (GDFs) et I’hormone anti-Miillérienne (AMH) (Figure
17). A I’heure actuelle, 33 ligands ont ét€ décrits (Derynck & Miyazono, 2008). Ils induisent
une réponse cellulaire, grice a un complexe de récepteurs, activant des effecteurs

intracellulaires.
1. Les différents membres de la famille
i. Les ligands

Ces facteurs de croissance, phylogénétiquement tres proches (Figure 18), sont synthétisés a
partir d’un polypeptide précurseur, contenant un propeptide et un domaine mature en région
C-terminale. Apres différentes étapes de clivages protéolytiques et de maturation post-

traductionnelle, des homodimeres ou hétérodimeres matures sont formés.

* Les TGF-Ps

Trois isoformes du TGF-f ont été décrites (TGF-f1, 2 et 3). Ces ligands existent avant tout
comme homodimeres, mais une forme hétérodimerique TGF-f1/2 a été identifiée (Cheifetz et
al, 1987). Lors de leur sécrétion hors de la cellule, les dimeres restent associés par liaisons
non covalentes a leur propeptide, ou domaine de latence Latent Associated Protein (LAP), qui

nécessite une dissociation pour que le ligand soit actif et se fixe a son récepteur (Bottinger et

al, 1996).

e Les BMPs

N

Les BMPs ont été mis en évidence dans les années 65 pour leur capacité a stimuler la

synthese osseuse (Urist, 1965).
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C’est la plus grande sous-famille du TGF-f (Kawabata et al, 1998; Lavery et al, 2008),
comprenant une vingtaine de membres, sous-divis€és en 4 sous-groupes: BMP2/4 ;
BMP5/6/7/8 ; BMP9/10 et BMP12/13/14 (Mazerbourg & Hsueh, 2006; von Bubnoff & Cho,
2001). Mis a part les BMP3 et 15, qui sont actifs en monomeres, tous les BMPs forment des
complexes homo- ou hétérodimériques (BMP2/5 ; BMP2/6 ; BMP2/7 ; BMP4/7) (Israel et al,
1996; Little & Mullins, 2009; Sieber et al, 2009). Une fois synthétisés, les ligands peuvent

étre sécrétés avec ou sans leur prodomaine.

La disponibilité¢ des ligands a I’extérieur de la cellule va étre régulée, grice aux
interactions avec la matrice extracellulaire, en particulier la fibrilline, capable d’interagir avec
les BMPs matures ou ceux li€s a leur prodomaine, mais également grice a des inhibiteurs des
formes matures (Brown et al, 2005; Sengle et al, 2008a; Sengle et al, 2008b). Les ligands
BMPs possedent trois types d’inhibiteurs, qui leur sont spécifiques : Noggin, Chordin et les
membres de la famille des DANs (Differential screening selected gene Abberative in
Neuroblastoma). Bien que structurellement différentes, ces protéines vont avoir une action
spécifique sur la famille BMP, en bloquant I’interaction des ligands avec les récepteurs. Elles
ont été décrites avant tout pour leur réle au cours de I’embryogenese (Piccolo et al, 1999;
Piccolo et al, 1996; Yokouchi et al, 1999; Zimmerman et al, 1996). Une autre famille
d’inhibiteurs, la Follistatin (FST) et les Follistatin-like (FSTL), sont connus pour interagir
avec certains ligands BMPs, comme BMP4, BMP5, BMP6, BMP7 et BMP15 (Rider &
Mulloy, 2010). Cependant, cette interaction reste de plus faible affinité que pour les ligands

Activins.

e Les Activins

Les Activins sont des protéines homo ou hétérodimériques, dont les sous-unités appelées 3
sont reliées par pont disulfure (Walton et al, 2012). Chez ’homme, comme chez la souris, il
existe 4 geénes codant 4 sous-unités 3 différentes : Inhibin beta A (INHBA), Inhibin beta B
(INHBB), Inhibin beta C (INHBC) et Inhibin beta E (INHBE), donnant respectivement les
sous-unités BA, PB, PC et PE. Les ligands les plus étudiés sont 1’ActivinA (BA/PA) et
I’ActivinB (BB/PB). Leurs actions peuvent étre inhibées par la Follistatin (FST) ou
Follistatin-like (FSTL) (Nakamura et al, 1990). Ces inhibiteurs vont neutraliser les ligands en

recouvrant les sites de fixation aux récepteurs (Stamler et al, 2008; Thompson et al, 2005).
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Au sein de cette sous-famille, on retrouve également les Inhibins, InhibinA et B,
hétérodimériques, qui possedent une structure similaire aux Activins, mais comprenant une
sous-unité o associée respectivement a une sous-unit¢ BA ou B (Phillips & Woodruff,
2004). Elles vont se lier, grace a leur co-récepteur Betaglycan, aux récepteurs de type II des
Activins, les empéchant de s’y fixer (Gray et al, 2000; Mathews & Vale, 1991; Mathews et al,
1992).

Nodal est un ligand apparenté aux Activins, par sa capacité a induire une voie
intracellulaire similaire. Contrairement, aux Activins, il a besoin d’un co-récepteur, Cripto,
pour activer les effecteurs intracellulaires. Cripto est une petite prot€ine liée a la membrane
par un groupement glycosylphosphatidylinositol (GPI). Il est connu pour son role de co-
récepteur de Nodal au cours de I’embryogenese (Schier & Shen, 2000). Cependant, il va
également agir comme un inhibiteur non compétitif des ligands Activins, en formant un
complexe avec I’ ActivinA et ses récepteurs, qui induit une signalisation plus faible qu’en son

absence (Gray et al, 2003; Kelber et al, 2008).

e Jes GDFs

Ce sous-groupe de facteurs de croissance est beaucoup moins décrit et étudi€é que les
précédents. Selon leur complexe de récepteurs auxquels ils s’associent, ils peuvent activer une
voie de signalisation TGF-f/Activin ou BMP. Ainsi, GDF1, GDF3, GDF8 (connu sous le
nom Myostatine) et GDF11 vont étre associés a une signalisation Activins, utilisant comme
Nodal, le co-récepteur Cripto (Andersson et al, 2007; Cheng et al, 2003; Gray & Vale, 2012).
En revanche, GDF10 et GDF9 vont utiliser les récepteurs et effecteurs des BMPs. Pour
d’autres GDFs, comme GDF15, aucune étude n’a actuellement décrit ses récepteurs. Comme
pour les ligands Activines et BMPs, la follistatin peut inhiber la fonction de certains ligands
GDFs. Ceci est notamment décrit pour GDF8/Myostatine, ou son inhibition par la FST

conduit a une augmentation de la masse musculaire (Cash et al, 2009).

e L’AMH.

L’AMH est un homodimere, connu pour son role dans la détermination sexuelle male, par
sa capacité a régresser les ductes Miillériens (Josso & Clemente, 2003) (Broekmans et al,

2008).
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TABLEAU 4: TABLEAU RECAPITULATIF DES DIFFERENTS RECEPTEURS DE LA FAMILLE TGF -8

ET LES GENES QUI LES CODENT

Nom du Nom de la
gene protéine
Récepteurs ACVRI1L ALK1
de type | ACVR1 ALK2
BMPR1A ALK3
ACVR1B ALK4
TGFBR1 ALK5
BMPR1B ALK6
ACVR1C ALK7
Récepteurs TGFBR2 TRRII
de type Il ACVR2A ActRIIA
ACVR2B ActRIIB
BMPR2 BMPRII
AMHR2 AMHRII
Récepteurs TGFBR3 Betaglycan
de type Ill ENG Endoglin

Domaine extracellulaire

Ligand
—M—
Membrane
Domaine GS —»
(0}
n
©
=
X
Récepteur de type I Récepteur de type |

FIGURE 19: STRUCTURE DES RECEPTEURS DE TYPE 1 ET II DE LA FAMILLE TGF-f
Les deux types de récepteurs de la famille TGF-f posseédent une structure similaire avec un domaine
extracellulaire, un domaine transmembranaire et une région cytoplasmique. Le récepteur de type I posseéde quant

a lui une boite riche en glycine-sérine (GS), essentielle a son activation par le récepteur de type II.
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ii. Les récepteurs

* Les récepteurs de type |

Il est décrit 7 récepteurs de type I, Activin-Like Kinase 1 a 7 (ALK1 a ALK7), codés par des
genes spécifiques (Tableau 4). Ces protéines posseédent un domaine extracellulaire riche en
cystéine, un domaine transmembranaire a hélice, une région cytoplasmique sérine-thréonine,
responsable de kinase, mais également une boite riche en glycine-sérine (GS), essentielle a
leur activation (Figure 19) (Mathews & Vale, 1991; ten Dijke et al, 1993). Chaque récepteur

va étre associé préférentiellement a une famille de ligand (Figure 17).

* Les récepteurs de type 11

Il existe 5 récepteurs de type II (Tableau 4) : TGF-f Receptor II (TBRII), Activin Receptor
ITA et IIB (ActRIIA et ActRIIB), BMP Receptor II (BMPRII) et AMH Receptor II
(AMHRI)). Ils possedent la méme structure que les récepteurs de type I, mais contrairement a

eux, ils n’ont pas de boite GS, et sont constitutivement actifs (Figure 19).

* Les récepteurs de type Il : Betaglycan et Endoglin

Le Betaglycan est une glycoprotéine transmembranaire, qui possede un large domaine
extracellulaire, ainsi qu’une région cytoplasmique courte, sans activité kinase (Lopez-Casillas
et al, 1991). Il favorise la présentation du TGF-f aux récepteurs de type II (Lopez-Casillas et
al, 1993). De plus, il est décrit pour lier les Inhibins et former un complexe avec le récepteur
de type II, ActRII, inhibant ainsi la fixation du ligand Activin et le recrutement du récepteurs
de type I (Chapman et al, 2002; Lewis et al, 2000; Wiater et al, 2009). Enfin, plus récemment,
il a été montré que les ligands BMP2, BMP4, BMP7 et GDF5 sont capables de se lier au

Betaglycan, agissant ainsi sur leur signalisation (Kirkbride et al, 2008).

L’Endoglin est une glycoprotéine membranaire, composée d’un domaine extracellulaire
glycosylé et d’un domaine cytoplasmique constitutivement actif. Cette protéine accessoire
n’induit pas directement de signalisation cellulaire, mais module la réponse de différents
ligands de la famille TGF-f. Il est notamment connu pour son rdle, au niveau des cellules
endothéliales en prolifération, ou il favorise la croissance cellulaire au travers du complexe
TGF-f/ALKI1 et inhibe les fonctions du TGF-p avec ALKS5 (ten Dijke et al, 2008). Ses

fonctions ont été élargies aux BMPs et Activins (Barbara et al, 1999).
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FIGURE 20: REPRESENTATION CRISTALLOGRAPHIQUE DE LA SPECIFICITE DE RECONNAISSANCE ENTRE LES

SMADS ET LES RECEPTEURS DE TYPE I (MASSAGUE, 2000)

Une spécificité de substrat des récepteurs de type I pour les Smads prend place grice a une différence en
acides aminés au niveau de la boucle L3 du domaine MH2 des Smads et de la boucle L45 du domaine
cytoplasmique des récepteurs ALK. Cet exemple montre la spécificité du récepteur ALKS pour Smad?2 (détaillé

partie II.A .2.1).
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Il va ainsi interagir avec les récepteurs de type I, comme ALK, et les récepteurs de type II,

TPRII, ActRITA et ActRIIB.
iii.  Les effecteurs Smads

Les différents ligands de la famille TGF-f3 vont induire un signal intracellulaire grace a des
effecteurs appelés les Smads. Ils sont composés de deux domaines Mad Homology domain
MH1, responsable de la liaison a I’ADN, et MH2, responsable de I’activité transcriptionnelle,
liés par une région dite « Linker » (Shi et al, 1997; Shi et al, 1998). 1l existe 3 sous classes de
Smads (Massague et al, 2005). Les Smads activés par les récepteurs (Receptor-activated
SMAD ou R-SMAD), au nombre de 5 (Smadl, 2, 3, 5, 8), vont étre phosphorylés par les
récepteurs de type I. Puis, ils vont se lier a Smad4, appelé « médiateur commun » (Common
mediator SMAD ou Co-SMAD), pour aller dans le noyau et réguler la transcription des genes
cibles. La derni¢re classe d’effecteurs, les Smads inhibiteurs (Inhibitor-SMAD ou I-SMAD),
Smad 6 et 7, vont inhiber la transduction du signal respectivement, au niveau de I’interaction

avec Smad4 et au niveau de la phosphorylation des R-Smads.

2. Les voies de signalisation

Les ligands de la famille TGF-f possedent deux types de voies de signalisation : le premier
par les effecteurs Smads est dit « canonique », le deuxieme, indépendante des Smads est dite
« non canonique ». Il existe trois voies de signalisation « non canoniques », décrites pour étre
activées par les ligands et réguler leurs fonctions clés : la voie des Mitogen-Activated Protein
Kinase (MAPKinases), la voie Phospholnositide 3 Kinase (PI3K) et la voie des Guanosine
TriPhosphatases (GTPases) (Zhang, 2009). Elles ont surtout été décrites pour les ligands
TGF-f, mais sont désormais impliquées lors de stimulations aux BMPs et Activins. Je ne

traiterai en détail que de la voie de signalisation « canonique ».

i. Voie de signalisation « canonique » : spécificité des récepteurs de type I pour

les Smads

Il est désormais bien connu, qu’il existe une spécificité de substrat des récepteurs de type |
pour certains Smads (Figure 20). En effet, grace a une variation de séquences d’acides aminés
dans la boucle L45 des récepteurs de type I et la boucle L3 des Smads, les récepteurs ALK4,
ALKS et ALK7 vont phosphoryler les Smad2 et Smad3, alors que les récepteurs ALK,
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FIGURE 21 : VOIE DE SIGNALISATION « CANONIQUE » DE LA FAMILLE TGF-f

Grace a la spécificité des récepteurs de type I pour certains effecteurs Smads, la signalisation des ligands de

la famille est divisée en deux : d’un co6té la signalisation TGF-f/Activins/Nodal (a gauche) et de 1’autre la

signalisation BMP/GDF (a droite). Dans les deux cas, les ligands, au travers de leurs récepteurs et effecteurs,

contrdlent dans le noyau la transcription de leurs genes cibles spécifiques.
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ALK2, ALK3 et ALK6 vont activer les Smadl, Smad5 et Smad8 (Chen et al, 1998;
Miyazawa et al, 2002). Cette spécificité a divisé en deux la voie de signalisation de la famille
TGF-f : la signalisation TGF-f/Activins/Nodal d’un c6té et BMP/GDF de 1’autre (Figure 21).
Cependant, cette représentation est restrictive et simpliste. En effet, il a ét€ décrit que certains
GDFs comme GDF1, GDF3, GDF8 ou GDFI11 vont activer la voie TGF-B/Activins
(Andersson et al, 2007; Andersson et al, 2006; Rebbapragada et al, 2003). De méme, il est
bien acquis que les Activins transduisent leur signal grace a ALK4/7 et les Smad2 et Smad3.
Mais des études récentes ont rapporté un effet de 1’ActivinB sur les Smad1/5/8 (Besson-
Fournier et al, 2012). En effet, il a ét¢ démontré que 1’ActivinB est capable de se fixer au

récepteur ALK3 et induire une signalisation BMP.
ii. Voie de signalisation « canonique » : mécanisme de signalisation

Les ligands vont se fixer sur un homodimere de récepteurs de type I ou II présents a la
surface de la cellule (Figure 21). Les ligands TGF-f, Activins, BMP6 et BMP7 vont
préférentiellement lier leurs récepteurs de type II, qui va permettre le recrutement d’un
homodimere de récepteur de type I (Greenwald et al, 2003; Wrana et al, 1992). A I'inverse,
les BMP2 et BMP4 vont se fixer préférentiellement sur leurs récepteurs de type I, ALK3 ou
ALKG6 pour recruter les récepteurs de type II et former le complexe ligand-récepteurs (Koenig
et al, 1994; Macias-Silva et al, 1998). Le second type de récepteur est alors recruté pour
former un complexe tétramérique. Le domaine kinase du récepteur de type II va alors
phosphoryler des résidus du domaine GS du récepteur de type I, menant a son activation. Le
domaine kinase du récepteur ALK va alors phosphoryler a son tour les effecteurs Smads, qui
lui sont spécifiques, qui vont se lier a Smad4 et transloquer dans le noyau, ou ils régulent la

transcription des geénes cibles (Schmierer & Hill, 2007).
iii. Voie de signalisation « canonique » : réponse transcriptionnelle des Smads.

Les effecteurs Smads ont la capacité, avec leur domaine MH1, de se lier a I’ADN sur un
motif spécifique CAGAC, appelé Smad-Binding Element (SBE). Cependant, cette liaison est
de faible affinité. Ainsi, la réponse transcriptionnelle des Smads nécessite leur interaction
avec d’autres facteurs de transcription, afin d’activer ou réprimer la transcription de geénes

cibles ou de controler I’ouverture de la chromatine (Feng & Derynck, 2005; Massague, 2012).
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La régulation de la transcription des genes cibles des complexes R-Smad-Smad4 est
finement contrdler, grace a leur association avec différents facteurs de transcription, se liant a
I’ADN (Feng & Derynck, 2005). Tout d’abord, ces partenaires vont fournir une spécificité
dans les genes ciblés. Ainsi, les Smad2/3 et Smad1/5/8 vont posséder des cibles différentes,
spécifiant une réponse TGF-B/Activins ou BMP. De plus, les protéines recrutées vont
spécifier I’effet transcriptionnel sur les geénes, c’est-a-dire induire une réponse inhibitrice ou
activatrice. Enfin, certains de ces co-facteurs vont permettre d’assurer une réponse des ligands

TGF-p, spécifique du type cellulaire impliqué (Mullen et al, 2011).

Les complexes Smads sont également importants dans le contrdle de la structure de la
chromatine et la régulation épigénétique (Xi et al, 2011). En effet, ils peuvent permettre en
association avec des Histones AcétylTransférases (HAT) ou des HDACsSs, une modification
des marques des histones et conduire a un changement de conformation de la chromatine
(Ross et al, 2006). Enfin, les Smads sont capables en association avec le facteur Foxo ou des
déméthylases de controler la méthylation de I’ADN et donc 1’accessibilité de facteurs de

transcription a leur gene (Thillainadesan et al, 2012).

La variété de rdles et d’effets des Smads montre la complexité des régulations
transcriptionnelles exercées par les ligands TGF-f. Il est donc compliqué de définir une

réponse consensus, qui dépend du ligand impliqué mais également du contexte cellulaire.
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B. ROLE DES MEMBRES DE LA FAMILLE TGF-
DANS LE DEVELOPPEMENT ET LA PLASTICITE

DU PANCREAS ENDOCRINE

La super-famille du TGF-f a, depuis de nombreuses années, démontré sa forte implication
dans les processus de pluripotence et de différenciation cellulaire, pendant le développement
embryonnaire ou le maintien de 1’intégrité des tissus adultes (Watabe & Miyazono, 2009).
Les ligands ont également montré une grande importance dans des pathologies comme le

cancer, lors de la transition épithélio-mésenchymateuse pour I’émergence des métastases.

Au sein du pancréas endocrine, ces membres possedent des rdles divers, allant du
développement embryonnaire, au contrOle de la nature des cellules endocrines et leur
fonction. Dans cette partie, aprés avoir évoqué 1’expression des membres de cette famille, je
me concentrerai sur leur implication dans le développement embryonnaire et la morphogenese
des ilots pancréatiques adultes, mise en évidence par des modeles murins. Puis, j’évoquerai
leur rdle dans la plasticité des cellules progénitrices et endocrines matures, grace au controle

de leurs marqueurs spécifiques.

1. Expression des membres de la famille TGF-f dans les cellules endocrines

pancréatiques durant le développement et chez I’adulte
i. Expression durant I’embryogenése

L’étude d’expression des différents membres de la famille TGF-f a permis de pointer les

candidats a la régulation du développement du pancréas endocrine.

Différents ligands ont été détectés au sein du pancréas en développement (Figure 22). Les
3 isoformes du TGF-f sont présentes, mais durant I’organogen¢se, elles vont étre exprimées
exclusivement au sein des acini du pancréas exocrine (Dichmann et al, 2003; Tulachan et al,

2007). Les Activins A et B sont également détectées dans le pancréas feetal, dans les cellules
endocrines a et § nouvellement formées, pour le premier ligand, et exclusivement dans les

cellules o pour le second (Furukawa et al, 1995; Maldonado et al, 2000).
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FIGURE 22: EXPRESSION DES LIGANDS ET RECEPTEURS DE LA FAMILLE TGF-f3 DANS LE PANCREAS AU COURS DU

DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE.

L’expression des différents ligands de la famille TGF-f, ainsi que leurs récepteurs, durant I’embryogenése
(détaillé en partie III.B.1.i), démontre le role de cette famille de facteurs de croissance dans la mise en place et

I’organisation des différents compartiments pancréatiques (détaillé en partie I111.B.2).
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Quatre ligands BMPs sont exprimés dans le pancréas en développement, BMP4, 5, 6 et 7,

mais aucune étude n’a précisé leur localisation (Dichmann et al, 2003).

Différents récepteurs sont également exprimés durant le développement du pancréas
(Figure 22). TPRII et ALKS sont exclusivement présents au sein des ductes en fin de
gestation, et ALK1 dans les vaisseaux sanguins du pancréas (Tulachan et al, 2007). On
retrouve ALK7 et ActRIIA dans les filots pancréatiques foetaux pour la sous-classe des
Activins, alors que ALK4 et ActRIIB sont tres faiblement ou non exprimés (Tsuchida, 2004;
Watabe & Miyazono, 2009). Aucune étude n’a rapporté 1’expression des autres récepteurs, en
particulier ceux des BMPs. La présence de ces récepteurs ainsi que des ligands des 3 sous-
classes indique I’importance de cette famille dans le développement embryonnaire du

pancréas.

De plus, des études d’expression des Smad2 et Smad3 et de leur forme phosphorylée ont
montré qu’ils étaient présents et actifs au sein du pancréas durant le développement
embryonnaire (Brorson et al, 2001; El-Gohary et al, 2013). Au stade El1, une large
expression des formes phosphorylées est retrouvée dans le pancréas embryonnaire de souris.
A partir du stade E12,5, Smad2 et Smad3 phosphorylés sont exprimés spécifiquement dans
les noyaux des cellules a et § nouvellement formées. Cette expression est maintenue au stade
E18,5 et 10 semaines aprés la naissance des animaux (El-Gohary et al, 2013). Cette
phosphorylation et présence nucléaire indiquent une forte activité des Smads au sein du

pancréas endocrine et de ces cellules durant le développement.

ii. Expression au sein des ilots pancréatiques adultes

Bien que peu de publication rapporte 1’expression des membres du TGF-f3 au sein des flots
pancréatiques adultes, une étude récente de Yang et coll. a pu mettre en évidence 1’expression
de certains récepteurs de cette famille au sein des cellules 3 et Tlots pancréatiques humains ou
de rongeurs, comme ALK2, ALK3, ALK4, ALKS, ainsi que BMPRII, ActRITA et TPRII
(Yang et al, 2011a). Ceci avait été mis en évidence précédemment pour les récepteurs
ActRITA et ALK7 (Bertolino et al, 2008; Watanabe et al, 1999). En ce qui concerne les
ligands, I’expression des différentes isoformes du TGF-f3 a été reportée généralisée dans 1’1lot,

mais les cellules plus fortement marquées semblent co-exprimer 1’Insuline (Rane et al, 2006;

Yamanaka et al, 1993).
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TABLEAU 5: MODELES MURINS TRANSGENIQUES UTILISES POUR IDENTIFIER LES ROLES DES MEMBRES ACTIVINS

DANS LE DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE DU PANCREAS ENDOCRINE ET LA MORPHOGENESE ADULTE.

Membres de la famille TGF-§

Modéle murin

Phénotype

Références

Activins

Ligands ActivinA Invalidation totale / Matzuk et al. 1995
ActivinB Invalidation totale Diminution du nombre d'flots chez I'adulte; ratio a/f Matzuk et al. 1994
modifié Bonomi et al. 2012
GDF11 Invalidation totale Augmentation des cellules Ngn3+; hypoplasie des ilots Harmon et al. 2004
Dichmann et al. 2006
Récepteurs de ALK4 Invalidation totale / Gu et al. 1998
type | Ripoche et al. 2013
Constitutif actif Hypoplasie des ilots pancréatiques Yamaoka et al. 1998
ALK7 Invalidation totale Pas de défaut de développement; prolifération des Jornvall et al. 2004
cellules endocrines adultes Bertolino et al. 2008
Récepteurs de ActRIIA . .
type ll ActRIIA et ActRIIB Défaut de formation et de différenciation des cellules Sh}/g;ag/t Zs azl.oz)%gg
ActRIIB hétérozygote endocrines; hypoplasie des ilots pancréatiques adultes Goto et al. 2007
Dominant négatif Hypoplasie des ilots pancréatiques Yamaoka et al. 1998
Inhibiteurs FSTL3 Invalidation totale Hyperplasie des ilots pancréatiques adultes Mukherjee et al. 2007

Brown et al. 2011
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Les Activins ont été détectées dans les cellules o, f§ et 0 du pancréas endocrine, mais les
différentes études semblent contradictoires (La Rosa et al, 2004; Tsuchida, 2004; Yasuda et
al, 1993).

2. Role des membres de la famille TGF- dans le développement embryonnaire du

pancréas endocrine

Les différents travaux sur de nombreux modeles murins ont permis de décrire et de
souligner I’importance de la super-famille TGF-$ dans le développement embryonnaire du

pancréas endocrine.
i. Les Activins

* Les ligands ActivinA et ActivinB

Les souris, présentant une invalidation totale de 1’ActivinA, ne montre pas de défaut
d’organogenese, bien que ce modele soit 1étal quelques jours apres la naissance, par défaut de
lactation des souris (Matzuk et al, 1995). Cette étude ne semble pas pointer le role de ce
ligand dans le développement des ilots pancréatiques, mais aucune étude poussée sur les
embryons n’a été réalisée. Cependant, des études ex vivo sur cultures primaires de pancréas
feetaux humains et de rat pointent le rdle de ce ligand, non pas sur la prolifération des cellules
endocrines feetales, mais sur la maturation et différenciation de ces cellules (Demeterco et al,

2000; Yasuda et al, 2007) (détaillé en partie I111.B 4.1).

Tout comme 1’ActivinA, I'invalidation totale de 1’ActivinB ne conduit pas a de gros
défauts d’organogenese, ni a la 1étalité des souris (Tableau 5) (Matzuk et al, 1994; Vassalli et
al, 1994). Cependant, 2 mois apres leur naissance, elles montrent une hyperinsulinémie avec
des taux sanguins d’Insuline deux fois plus élevés que chez les souris controles (Bertolino et
al, 2008). L’absence d’études sur le pancréas foetal ne permet pas de conclure a un role de ce
ligand, durant le développement, sur les progéniteurs et précurseurs endocrines, mais plutdt

un role dans la fonction des cellules endocrines.

* Le ligand GDF11

Des études sur GDF11, un homologue de la Myostatine, ont pu montrer son role direct
dans I’embryogenese (Tableau 5). En effet, son invalidation totale conduit chez la souris a des

défauts dans 1’organogenese intestinale (Dichmann et al, 2006; Harmon et al, 2004).
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L’absence de GDFI11 induit une augmentation des cellules progénitrices exprimant Ngn3,
mais ne résulte pas en une augmentation des cellules endocrines pancréatiques dans les
stades tardifs. En effet, la masse de cellules 3 se trouve diminuée dans ces souris, dii a un
défaut de maturation et une persistance de 1’état immature des cellules (Dichmann et al,
2006). GDF11 pourrait alors limiter la prolifération des précurseurs pancréatiques durant le
développement embryonnaire et/ou permettre la différenciation terminale des précurseurs
Ngn3 en cellules matures. Ceci induit chez I’adulte des flots hypoplasiques et une masse de

cellules B diminuée.

Le manque d’études poussées sur des embryons invalidés pour I’ ActivinA ou ActivinB ne
permet pas de conclure sur le role de ces ligands dans le développement du pancréas
endocrine, contrairement a GDF11. Ces études, ainsi que I’expression des différents membres
aux stades de la compartimentation ductal/endocrine, convergent vers un role de la sous-
classe des Activins dans le développement embryonnaire du pancréas, notamment dans la
formation des cellules endocrines. L’invalidation totale de 1’inhibiteur FSTL3, qui induit une
hyperplasie des cellules et le développement de gros flots pancréatiques, permet de

confirmer le role des ligands Activins (Brown et al, 2011; Mukherjee et al, 2007).

* Les récepteurs de type Il : ActRIIA et ActRIIB

Les souris hétérozygotes pour ActRIIA et ActRIIB présentent un défaut d’organogenese
intestinale a E8.5, menant a I’absence de différenciation pancréatique (Kim et al, 2000). Cette
étude permet de conclure sur un role de ces récepteurs dans la formation du pancréas
endocrine embryonnaire (Tableau 5). De plus, l'invalidation hétérozygote combinée
d’ActRIIB et Smad2 a permis de confirmer le role des ligands Activins a travers ces
récepteurs de type II, plutdt que les BMPs, n’utilisant pas la voie des Smad2/3 pour réguler
leurs genes cibles (Goto et al, 2007). Dans cette étude, les souris présentent comme
précédemment, un défaut de formation du pancréas, mais également une masse des flots

adultes diminuée.

* Les récepteurs de type I : ALK4 et ALK7

L’implication des récepteurs de type I, ALK4 et ALK7, dans le développement, confirme

également le réle des Activins dans ce processus (Tableau 5). Le mode¢le murin d’invalidation
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totale d’ALK4 est 1étal au stade embryonnaire E9,5, avant la gastrulation (Gu et al, 1998;

Ripoche et al, 2013), signifiant son r6le important dans I’embryogenese.

De plus, I’expression d’ALK4 constitutivement actif a montré une 1€étalit€é post-natale des
animaux, présentant une hypoplasie des ilots pancréatiques, due a un défaut dans le
développement embryonnaire, dans la différenciation terminale ou dans l’expansion des
cellules B matures (Yamaoka et al, 1998). De facon surprenante, ce modele montre le méme
phénotype que I’expression d’un dominant négatif pour le récepteur de type II, ActRIIB
(hypoplasies des ilots, diminution de la masse des cellules 3 et ratio a-f identiques). La
similitude de phénotype peut €tre due a I’utilisation du récepteur ActRIIB par d’autres ligands
et voies intracellulaires, comme les BMPs/GDFs. Ceci peut également s’expliquer par le
double rdle des Activins dans le développement du pancréas. Ainsi, une activation forcée
d’ALK4 bloque la génération de précurseurs endocrines et donc le développement de cellules
matures, et une perte de signalisation d’ActRIIB, permet la génération de précurseurs mais
empéche leur maturation. Dans les deux cas, les cellules endocrines ne se différencient pas.
L’utilisation de modeles murins d’invalidation conditionnelle dans les cellules progénitrices
ou précurseurs endocrines pourraient permettre de préciser leur role. Contrairement a ALK4,
I’invalidation totale du récepteur ALK7, n’induit pas de défaut d’organogenese (Jornvall et al,
2004), signifiant des fonctions plutdt tardives dans le développement embryonnaire, et surtout

sur la morphogenese adulte.

ii. Les TGF-fs

Tout comme les Activins, le TGF-f favorise le développement des cellules endocrines
pancréatiques durant I’embryogenese et plus précisément leur différenciation. Une étude sur
I’expression d’un dominant négatif pour le récepteur TBRII du TGF-f a permis d’induire une
augmentation du nombre de précurseurs endocrines a partir du stade E14,5 avec expression du
facteur Ngn3 (Tulachan et al, 2007). De plus, la surexpression du TGF-B1 spécifiquement
dans les cellules 3 induit une hypoplasie des 1lots (Grewal et al, 2002; Moritani et al, 2005),
démontrant le role de ce ligand dans I’inhibition de la prolifération des cellules 3 dans les

stades tardifs de développement (Tableau 6).
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TABLEAU 6: MODELES MURINS TRANSGENIQUES UTILISES POUR IDENTIFIER LES ROLES DES MEMBRES TGF -

B ET BMPS DANS LE DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE DU PANCREAS ENDOCRINE ET LA MORPHOGENESE

Membres de la famille TGF-8

ADULTE

Modéle murin

Phénotype

Hypoplasie des ilots pancréatiques

Références

Grewal et al. 2002

TGF-Bs Ligands TGF-B Surexpression dans les
cellules p Moritani et al. 2005
Récepteurs de TBRII Dominant négatif Augmentation des cellules Ngn3+ et cellules endocrines Tulachan et al. 2007
type Il aetp
BMPs Ligands BMP6 Surexpression dans les Absence de prolifération ou de différenciation des Dichmann et al. 2003
cellules Pdx1 progéniteurs pancréatiques

Récepteurs de ALK3 Dominant négatif Augmentation du nombre de cellules endocrines Ahnfelt-Ronne et al.

type | 2010
Inhibiteurs Noggin Expression ex vivo Augmentation du nombre de cellules endocrines Ahnfelt-Ronne et al.

2010

TABLEAU 7: MODELES MURINS TRANSGENIQUES UTILISES POUR IDENTIFIER LES ROLES DES EFFECTEURS SMADS

DANS LE DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE DU PANCREAS ENDOCRINE ET LA MORPHOGENESE ADULTE.

Membres de la famille TGF-§

Effecteurs

R-Smads

Smad2

| Modéle murin |

Hétérozygote Smad2

Phénotype

Augmentation du nombre de cellules Ngn3+, Nkx2.2+ et
Nkx6.1+

| Références

Harmo et aln. 2004

Invalidation spécifique
dans les cellules Pdx1

Augmentation du nombre de cellules endocrines
positives pour I'Insuline et le Glucagon chez I'embryon

El-Gohary et al. 2013

Invalidation dans les
cellules

Hyperplasie des flots pancréatiques

Nomura et al. 2014

Smad3

Invalidation totale

Augmentation du nombre de cellules endocrines
positives pour I'Insuline et le Glucagon chez I'embryon

El-Gohary et al. 2013

I-Smads

Smad7

Surexpression dans les
cellules Pdx1

Hyperplasie des flots pancréatiques par augmentation
de prolifération des cellules endocrines

Smart et al. 2006

Invalidation totale

Diminution des cellules endocrines chez I'embryon

El-Gohary et al. 2013
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i. Les BMPs

Contrairement aux Activins et TGF-8s, les BMPs empéchent 1’induction pancréatique

précoce et le développement des progéniteurs pancréatiques (Tableau 6).

Tout d’abord, il réprime le développement du pancréas au détriment du foie. En effet,
sécrété avec FGF par le mésoderme cardiaque, il favorise une différenciation hépatique (Shin
et al, 2007; Zaret et al, 2008). De plus, I'inhibition de ces ligands par une expression de leur
inhibiteur Noggin ou par un dominant négatif ALK3 dans le pancréas de souris ex vivo a
E12.5, a induit une augmentation du nombre de cellules endocrines au détriment des cellules
exocrines (Ahnfelt-Ronne et al, 2010). A I’inverse, une surexpression du ligand BMP6
spécifiquement dans les cellules exprimant Pdx1 a montré une absence de prolifération ou de
différenciation des progéniteurs pancréatiques (Dichmann et al, 2003). La méme inhibition de
prolifération a été observée lors d’une stimulation d’ilots pancréatiques murins adultes avec
BMP2 et 4 in vitro (Bruun et al, 2014). Les BMPs ont donc plutdt un role inhibiteur dans le

développement et la mise en place des ilots pancréatiques.
ii. Smad2/3 et leur inhibiteur Smad7

Les modeles murins transgéniques pour les effecteurs Smad2, Smad3 et Smad7 ont permis
de confirmer I'implication des sous-classes du TGF-f et des Activins dans le développement

des ilots pancréatiques (Tableau 7).

Le groupe de Seung Kim a permis de démontrer le role des Smad2 et Smad3 dans le
recrutement des progéniteurs endocrines et leur différenciation. En effet, le modele
d’invalidation hétérozygote de Smad2 décrit une augmentation du nombre de cellules
progénitrices exprimant Ngn3, ainsi que de cellules positives pour Nkx2.2 et Nkx6.1 au stade
E17,5, combinée a une perte de la masse des cellules B (Harmon et al, 2004). De méme, une
surexpression ectopique de Smad7, dans les cellules exprimant Pdx1 au cours de
I’embryogenese, a montré une malformation du pancréas, avec un défaut de différenciation
des cellules 3, dont le nombre est diminué de 85% environ, conduisant a une létalité des
souris un jour apres la naissance (Smart et al, 2006). Ces travaux confirment que les ligands,
qui transduisent leur signal grace a Smad?2 et Smad3, posseédent un double role : ils empéchent

la génération de précurseurs endocrines, mais favorise leur différenciation.
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Plus récemment, El-Gohary et coll. ont montré des résultats contradictoires a ces
précédentes €tudes, décrivant une augmentation du nombre de cellules endocrines dans les
stades E17,5-E18 d’embryogenése, dans un cas d’invalidation spécifique de Smad2 dans les
cellules Pdx1, et d’un modele d’invalidation totale de Smad3. A I’inverse, la perte de Smad?7
induit une diminution du nombre de cellules endocrines pancréatiques au stade E17,5, I’effet

inverse d’une invalidation des Smad2/3 (El-Gohary et al, 2013).

Bien que contradictoires, ces études confirment I’implication des Smad2/3/7 dans le
recrutement des progéniteurs pancréatiques durant le développement du pancréas et leur
différenciation, mais demandent des études complémentaires pour conclure sur leur role

précis.

3. Role de la famille TGF-f chez P’adulte dans la morphogenese des ilots

pancréatiques

Chez I’adulte, les roles décrits des ligands de la famille TGF-f sont principalement des
roles dans la fonction des cellules endocrines, sur leur sécrétion d’hormone et leur réponse au
glucose. L’implication de cette famille dans le développement des ilots pancréatiques apres la

naissance et leur évolution reste peu connue.

i. Les Activins

* Les ligands ActivinA et ActivinB

De part la 1étalité post-natale des souris invalidées pour 1’ ActivinA et I’absence de modele
murin d’invalidation conditionnelle dans les cellules endocrines matures, aucune étude n’a

permis de décrire un rdle de ce ligand dans la morphogenese des 1lots adultes.

En revanche, une étude du modele murin d’invalidation totale d’ActivinB a 1’age adulte a
pointé son implication dans la morphogenese des ilots pancréatiques. En effet, les souris
présentent une diminution de la masse des 1lots pancréatiques, due a un nombre réduit d’1lots
totaux (Bonomi et al, 2012). De plus, la proportion de cellules endocrines a et [ est modifiée,

avec une diminution du nombre de cellules a et une augmentation de cellules § (Tableau 5)

Cependant, ces données sont contradictoires avec nos propres observations. Nos analyses
morphométriques de la surface de cellules § sur des souris agées de 2 a 14 mois ne montrent

aucune différence sur ce méme modele murin (non publiées). Une répartition différente des
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groupes d’animaux pourraient expliquer cette différence. Le groupe de Bonomi a regroupé les
animaux par leur poids, mélant des souris agées de 6 a 12 mois, alors que nous avons réparti
les souris selon leur age, donc selon le méme stade de développement et de morphogenese du

pancréas.
* Les récepteurs

Les différents modeles murins d’invalidation ou d’expression d’un récepteur de type II non
fonctionnel ont permis également de mettre en avant une hypoplasie des ilots apres
I’embryogenese, confirmant leur role dans la morphogenese adulte (Goto et al, 2007; Kim et
al, 2000; Shiozaki et al, 1999). Des études sur des modeles murins d’invalidation spécifiques

de ces récepteurs dans les cellules matures permettraient de confirmer ces observations.

Comme décrit précédemment, le récepteur ALK7 n’aurait pas de role lors de
I’embryogenese. Cependant, il est impliqué dans la morphogenese adulte de 1’ilot
pancréatique et dans le maintien de la masse de cellules 3 (Tableau 5). En effet, a ’4ge de 2
mois, les animaux ne présentent pas de défaut d’organisation ou de génération des différentes
cellules endocrines. Cependant, avec 1’age, la taille des ilots et la masse de cellules f§

augmentent a 5 et 12 mois, due a une prolifération excessive (Bertolino et al, 2008).
ii. L’implication des Smad2/3 et leur inhibiteur Smad7

Des études chez les souris adultes ont permis de mettre en évidence un role des Smads

dans la morphogenese des ilots pancréatiques (Tableau 7).

En effet, I’invalidation conditionnelle de Smad2 dans les cellules [ endocrines
(Smad2pKO) montre une hyperplasie des 1lots pancréatiques et particulierement des cellules
B a7 et 23 semaines, due a une augmentation de la prolifération (Nomura et al, 2014). Cette
méme observation a été faite lors d’une surexpression de Smad?7, bloquant la phosphorylation
des Smad2/3, dans les cellules positives pour Pdx1. En effet, une hyperplasie des 1ilots
pancréatiques a 4 et 5 mois a été induite, par une augmentation de la prolifération des cellules
endocrines (Smart et al, 2006). En revanche, les souris présentant une invalidation totale de
Smad3 ne montrent aucune différence morphologique et histologique des lots pancréatiques a
2 et 4 mois (Lin et al, 2009). L absence d’études embryonnaires du modele Smad2fKO ne
permet pas d’exclure un effet de l'invalidation de Smad2 durant le développement

embryonnaire, impactant sur la morphologie a I’age adulte. Cependant, la surexpression de
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FIGURE 23: ROLES DES LIGANDS TGF-B DANS LA PLASTICITE DES CELLULES 8 ENDOCRINES

In vitro, les ligands Activins et BMPs induisent une différenciation des progéniteurs pancréatiques en
cellules endocrines {3, grace a la régulation de marqueurs spécifiques de leur identité comme 1’Insuline et Pdx1.
Cependant, sur des cellules § matures en culture, les Activins et les TGF-f3s semblent avoir une action contraire,
induisant une perte des marqueurs de maturité des cellules . Ces études in vitro pointent un rdle inverse des

ligands selon I’état de différenciation des cellules, mais démontrent leur importance dans la plasticité des cellules

B endocrines.
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Smad7 est induite apres naissance des animaux et s’affranchit des effets durant
I’embryogenese. Les études sur les Smads permettent de mettre en avant un role important
des facteurs de croissance TGF-f et Activins durant le développement embryonnaire, mais

également la morphogenese adulte.

En conclusion, grace a ces différentes études, il a ét€ démontré un role essentiel dans le
développement du pancréas et notamment des ilots pancréatiques de chaque sous-groupe de la
famille TGF-f. Cependant, des études sur des modeles murins d’invalidation conditionnelle,
inductible ou non, dans des cellules progénitrices exprimant Pdx1, des précurseurs exprimant
Ngn3 ou les cellules endocrines matures permettraient de confirmer et préciser le role des

différents membres dans les étapes du développement.
4. Role des ligands dans la plasticité des cellules endocrines pancréatiques

i. Implication des ligands dans la différenciation des cellules endocrines durant

’embryogenése

e Les Activins/GDF11

Comme présenté précédemment, les modeles murins transgéniques pour GDF11, ainsi que
les études ex vivo pour I’ ActivinA, ont permis de mettre en évidence le role de la sous-famille
des Activins dans la différenciation des précurseurs endocrines (Demeterco et al, 2000;
Dichmann et al, 2006; Yasuda et al, 2007). En effet, les Activins sont des acteurs importants
de la plasticité cellulaire des cellules souches ou progéniteurs. Au sein du pancréas et des
cellules endocrines, de nombreuses études ont pu mettre en avant le role de ces ligands dans
I’expression des marqueurs de maturité des cellules endocrines et dans leur état de

différenciation (Figure 23).

Depuis plusieurs années, 1’ActivinA est utilisé comme facteur de différenciation de
cellules souches embryonnaires humaines (Kunisada et al, 2012; Pagliuca et al, 2014; Rezania
et al, 2014) ou murines (Liu & Lee, 2012; Nakanishi et al, 2007), en combinaison avec
d’autres facteurs, pour l’obtention de cellules productrices d’Insuline. Ceci démontre la

capacité de ce ligand a modulé la nature des cellules.

De facon similaire, 1I’expression de 1’ActivinB dans la notochorde d’embryon de poulet

permet I’expression de Pdx1 et d’Insuline, via la répression de Shh (Hebrok et al, 1998). De
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plus, un traitement avec de 1’ActivinB de cellules souches humaines sous forme de corps
embryoides ou de cellules progénitrices pancréatiques AR42J induit une surexpression des
marqueurs d’identité des cellules p endocrines, comme Pdx1 ou Pax4 (Frandsen et al, 2007;
Kanno et al, 2006; Matsuoka et al, 2007). De la méme maniére, dans un modele murin de
régénération d’ilots pancréatiques, I’inhibition in vivo de la signalisation de ces Activins, par
I’inhibiteur FST, diminue la différenciation terminale des cellules 3 (Zhang et al, 2004). Ceci
traduit ’importance de ces ligands dans la différenciation et 1’émergence de cellules

pancréatiques au caractere endocrine.

e Jes BMPs

Grice aux modeles murins, les différentes études ont pu montrer le role inhibiteur des
BMPs, au cours du développement pancréatique précoce, dans I’induction des progéniteurs et

la génération des précurseurs.

En effet, ils semblent favoriser la différenciation exocrine et non endocrine (Ahnfelt-
Ronne et al, 2010). Cette sous-famille ne serait alors pas impliquée dans la différenciation des
précurseurs endocrines en cellules endocrines matures. Ceci a €t€ mis en évidence notamment
dans un modele murin, avec atténuation de la voie de signalisation ALK3/BMP4 au sein des
cellules f. Cette signalisation est essentielle a la fonction des ilots pancréatiques et la
production d’Insuline, mais n’est pas impliquée dans la différenciation des cellules et le

développement des ilots pancréatiques (Goulley et al, 2007).

Cependant, in vitro, ces ligands sont capables d’induire la différenciation de progéniteurs
pancréatiques ou 1’expression d’Insuline. Des études sur les progéniteurs pancréatiques
AR42], par traitement a I’exendine-4, ont démontré que les BMPs pouvaient étre importants
dans la différenciation des cellules B (Yew et al, 2005). En effet, les effecteurs Smadl et
Smad8, le récepteur ALK1 ainsi que BMP2 sont surexprimés au cours de ce processus.
L’inhibition de cette voie de signalisation avec un récepteur ALKI1 soluble annule la
surexpression des Smads, mais également la différenciation des cellules, avec une diminution
de I’Insuline, Pdx1 et Pax4. De méme, le traitement de cellules § INS1 (d’insulinomes de rat)

ou d’1lots en culture par le ligand BMP3 induit une augmentation de 1’expression d’Insuline

(Bonner et al, 2011).

Des études plus récentes ont mis en application ce rdle des BMPs dans la différenciation de

cellules progénitrices humaines en cellules productrices d’Insuline (Figure 23) (Sui et al,
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2013; Xu et al, 2011b). L’utilisation du ligand BMP4 a permis d’induire une expression des
facteurs Pdx1 et Nkx6.1, facteurs clés des cellules § matures. De plus, Iutilisation de Noggin,
inhibiteur de ce ligand, a montré une absence de Nkx6.1, mais une expression des marqueurs
Ngn3 et Synaptophysin, caractéristiques de progéniteurs pro-endocrines (Sui et al, 2013). Ces
observations confirment le role des BMPs dans la différenciation des cellules progénitrices en
cellules endocrines 3 et leur action in vitro sur le régulation du marqueur clé de ces cellules,

I’Insuline.

« TGF-B

Il est bien connu que les ligands TGF-fs sont fortement impliqués dans la différenciation
des tissus (Watabe & Miyazono, 2009). Cependant, par le peu d’étude in vitro et in vivo, le
TGF-f a un rdle moins décrit que les Activins sur ce processus au sein du pancréas et sur
I’expression des marqueurs de maturité des cellules endocrines. Des stimulations de lignées
cellulaires § matures pointent un role majoritaire de ce ligand dans le maintien de 1’identité §

(partie II. B. 4. i1).

ii. Implication des ligands dans la plasticité des cellules endocrines matures et

leur identité cellulaire

e Les Activins

De facon surprenante, des stimulations par les ligands Activins de cellules endocrines
matures ont pointé leur role dans la perte de maturité de ces cellules (Figure 23). L’ ActivinA
induit, sur des Tlots pancréatiques isolés ou sur une lignée cellulaire 3 pancréatique MING6, une
perte de I’Insuline, MafA, Pdx1 ou Glut2, caractéristiques des cellules 3 endocrines (Szabat et
al, 2010). L’ utilisation de Follistatin dans cette étude a inhibé les effets du ligand. De plus, il a
été démontré que I’ActivinA a un role important sur la régulation de 1’expression de Pax4,
facteur de transcription principalement exprimé lors du développement embryonnaire par les
cellules P pancréatiques et important dans la différenciation de ces cellules. En effet, une
stimulation de cellules productrices d’Insuline NIT-1 et INS1b avec ce ligand induit une forte
augmentation de l’expression de Pax4 (Ueda, 2000). Cette expression ectopique pourrait

traduire un retour des cellules a un état plus immature, sans étre totalement dédifférenciées.
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Peu d’études ont décrit un effet des ligands Activins sur les cellules o. Néanmoins, Mamin
et coll. ont induit une perte d’expression du Glucagon et du facteur Arx, grace a une
stimulation de lignées o pancréatiques avec I’ActivinA (Mamin & Philippe, 2007). Ceci
suggere un effet semblable des Activins sur différents types de cellules endocrines,

provoquant la perte de maturité de ces cellules.

Les études tendent a démontrer un role double de ces ligands, sur la différenciation de
progéniteurs mais €galement sur la perte de maturit€¢ des cellules endocrines bien
différenciées. Ces Activins sont donc des facteurs de croissance clés de la plasticité des

cellules progénitrices ou endocrines différenciées.

* Les TGF-Ps

Sayo et coll. ont été les premiers a montré un rdle du ligand TGF-f dans I’induction
d’expression d’Insuline dans une lignée pancréatique 3 INS1, grace a I’induction du facteur
Pdx1 (Sayo et al, 2000). Cependant, des €tudes plus récentes ont démontré un résultat inverse
(Lin et al, 2009). En effet, le TGF-f par I’intermédiaire de 1’effecteur Smad3 inhibe
I’expression d’Insuline et ’activité de son promoteur dans des ilots pancréatiques de rat et

dans différentes lignées cellulaires.

Dans cette derniére étude, les auteurs décrivent non seulement un role sur I’Insuline, mais
la forte diminution de nombreux genes caractéristiques des cellules 3 matures, suite a une
stimulation au TGF-f ou la présence d’un récepteur TPRI constitutivement actif (Lin et al,
2009). Récemment, une molécule inhibitrice du récepteur ALKS a été décrite pour protéger
les cellules 3 de la perte de leurs facteurs de maturité, induite dans un modele de diabete
(Blum et al, 2014). Cette étude démontre le rdle de ces ligands dans la perte de maturité des

cellules B pancréatiques dans un contexte de pathologie et de stress cellulaire (Figure 23).

Toutes ces études démontrent I’importance de cette super-famille au cours du
développement embryonnaire et chez 1’adulte dans la différenciation et ’identité des cellules
endocrines pancréatiques. De plus, des études récentes commencent a pointer leur implication
dans des pathologies comme le diabéte. Connaissant 1I’importance de cette super-famille au
cours de la tumorigenese, de nouvelles études pourraient permettre de décrire leur role dans la

plasticité tumorale des cellules endocrines et le développement des TNEPs hétérogenes.
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OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE

Bien que les TNEPs soient des lésions tumorales rares, leur étude reste un enjeu majeur, de
part leur hétérogénéité et les difficultés diagnostiques et thérapeutiques qui en découlent.
L’implication de la perte d’expression du gene MENI dans le développement de ces tumeurs
est désormais bien acquise que ce soit dans la pathologie héréditaire NEM1 mais également
dans les tumeurs sporadiques. Bien que controversée dans le maintien de la masse des cellules
B, la plasticité cellulaire pancréatique commence a étre bien décrite dans le cas de

régénération cellulaire ou dans des pathologies comme le diabete.
L’objectif de mes travaux en début de these était alors :

-d’étudier in vivo l'origine cellulaire et le role de la plasticit¢ dans ’émergence et

I’évolution d’insulinomes invalidés pour le gene Menl.

-de mettre en évidence des facteurs impliqués dans cette plasticité tumorale, dans le but de

pouvoir les utiliser pour les diagnostics, voire en thérapie ciblée.

Ainsi, mes travaux m’ont permis de mettre en évidence:

1) un nouveau rdle d’un ligand de la famille TGF-3, I’ ActivinB, dans la plasticité des

cellules B tumorales Menl (partie I) (publication soumise).
2) la régulation de ce ligand par Menin, grace a la méthylation d’histones, faisant de ce
suppresseur de tumeur un acteur dans les régulations épigénétiques et la plasticité

cellulaire des TNEPs (Partie II) (papier en préparation).

J’ai également participé a des travaux sur I’étude de 1’origine cellulaire des gastrinomes

pancréatiques (Bonnavion et al. 2015. Accepté).

Nous avons également publié un manuscrit sur la génération d’un nouveau modele murin
d’invalidation conditionnelle du récepteur de type I ALK4, qui pourrait permettre de
comprendre un peu mieux les fonctions de ce récepteur au sein des flots pancréatiques, en

s’affranchissant de la 1étalité du modele murin d’invalidation totale (Ripoche et al, 2013).
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Les différents travaux, auxquels j’ai participé, ne seront pas détaillés dans ce manuscrit,

mais sont disponibles dans la partie « Autres Publications ».

Manuscrits soumis ou en préparation :

Ripoche Doriane, Gherardi Samuele, Cordier-Bussat Martine, Goehrig Delphine, Zhang
Chang X. and Bertolino Philippe. Menin regulates Inhbb expression through histone
modifications. En préparation.

Ripoche Doriane, Charbord Jérémie, Hennino Ana, Teinturier Romain, Bonnavion Rémy,

Jaafar Rami, Cordier-Bussat Martine, Ritvos Olli, Zhang Chang X., Andersson Olov and
Bertolino Philippe (2015). ActivinB-induced f-cell dedifferentiation promotes insulinoma
tumor plasticity and progression. Soumis.

Manuscrits publiés:

Bonnavion Rémy, Teinturier Romain, Jaafar Rami, Ripoche Doriane, Leteurtre

Emmanuelle, Chen Yuan-Jia, Rehfeld Jens F., Lepinasse Florian, Hervieu Valérie, Pattou
Francois, Vantyghem Marie-Christine, Scoazec Jean-Yves, Bertolino Philippe and Zhang
Chang Xian (2015). Islet cells serve as cells of origin of pancreatic gastrin-expressing
tumours. Molecular and cellular biology (Accepté).

Ripoche Doriane, Gout Johann, Pommier Roxane M., Jaafar Rami, Zhang Chang X.,
Bartholin Laurent and Bertolino Philippe (2013). Generation of a conditional mouse model
to target Acvrlb disruption in adult tissues. Genesis 51: 120-127.
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PARTIE] :
L’EXPRESSION D’ ACTIVINB DANS LES

INSULINOMES MENI INDUIT UNE

DEDIFFERENCIATION DES CELLULES [3
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A. INTRODUCTION

Les TNEPs, bien que rares, sont complexes dans leur diagnostic et traitement de part leur
tres grande hétérogénéité, fonctionnelle et hormonale. Notre équipe s’intéresse depuis
plusieurs années a comprendre 1’origine cellulaire de ces TNEPs, liées a une perte du gene
MENI, afin de mieux appréhender la détection et le suivi thérapeutique de ces lésions

tumorales.

En 2010, nous avons publié une étude mettant en avant le role de la plasticité cellulaire
dans I’émergence d’insulinomes, suite a une invalidation du gene Men! spécifiquement dans
les cellules a (Lu et al, 2010). Bien que les insulinomes représentent I’atteinte tumorale la
plus commune du pancréas endocrine, 1’origine et 1’évolution de ces tumeurs restent peu
décrites. Nous ignorions jusqu'a présent si ces 1ésions étaient sujettes a des mécanismes de

plasticité/dédifférenciation cellulaires a I’origine de I’hétérogénéité des TNEPs.

Les Activins, membres de la famille TGF-f3, participent au développement du pancréas
endocrine, a la plasticité cellulaire et a la fonction des ilots pancréatiques adultes (partie
III.B). Connaissant la fonction des Activins A et B dans les cellules f et leur fréquente
surexpression dans différentes tumeurs, nous avons supposé que ces ligands pourraient

contribuer a la tumorigenese des cellules f3.

Le but de cette étude était de :
-caractériser la plasticité cellulaire et fonctionnelle des insulinomes Menl
-identifier les ligands de la famille TGF-f, dérégulés dans ces lésions tumorales

-comprendre le role de ces ligands dans la plasticité et la progression des tumeurs 3

123



> ("5
PO T,
CRTLEB
“nC

Qo ;C}OO\OOQQ
ActivinB |:> R 'Zﬁﬁ!ﬂiﬁ,

Hypo-Glycemia
Death

Normo-Glycemia Normo-Glycemia

S
Tpdes %
Ins* Instow

Ins* Ins* Ins*
Normo-Glycemia Normo-Glycemia Normo-Glycemia

Tumor progression

FIGURE 24: ROLE DE L’ACTIVINB DANS LA PLASTICITE DES CELLULES 3 TUMORALES ET L’EMERGENCE DE

TUMEURS NEUROENDOCRINES HETEROGENES

Ce graphique représente la syntheése de mes travaux soumis et résumés en partie [.B des Résultats.
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B. RESULTATS

1. Publication soumise

L’utilisation d’un modele murin, développant des insulinomes invalidés pour le gene Menl
(modeéle BMenl (Menl™;RipCre*)), m’a permis de mettre en évidence I’existence de
mécanismes de dédifférenciation et de réactivation tumorale dans les insulinomes, et leur
progression de 1ésions bénignes vers des atteintes agressives. Ces travaux m’ont permis
d’identifier et caractériser I’implication de 1’ ActivinB, un ligand de la famille TGF-f, dans la

mise en place de ces mécanismes (Figure 24).

Au cours de ma these, j’ai pu mettre en évidence que les cellules 3 des tumeurs fMenl
perdaient progressivement, entre 6 et 14 mois, leur expression d’Insuline, sans expression de
d’autres hormones pancréatiques. J’ai ensuite démontré que cette perte était systématiquement
corrélée avec une surexpression d’ActivinB dans ces cellules. De la méme maniere, dans un
modele de surexpression de ce ligand dans les cellules B du poisson-zebre, nous avons montré
la diminution d’Insuline. J’ai ensuite tent¢ de comprendre le mécanisme d’action de
I’ ActivinB dans la perte d’expression de I’Insuline in vivo et in vitro. Grace a des stimulations
in vitro sur des lignées B MING6 et BTC, j’ai pu mettre en évidence que les cellules f
présentaient, en plus de 1’Insuline, la perte de plusieurs marqueurs, essentiels au maintien de
la maturité/fonctionnalité des cellules f§ adultes (MafA, Glut2, Nkx6.1 et Pdx1). Grace a des
analyses histologiques, sur le modele fMenl, j’ai validé cette perte de marqueurs in vivo,
dans les lésions surexprimant 1’ ActivinB. Ces résultats ont ensuite été validés par 1’utilisation
de souris PMenl invalidées pour I’ ActivinB (modele  Inhpb-fMenl
(Menl™ ;RipCre* ;Inhbb*°*°)). Ces travaux nous ont ainsi permis de montrer que 1’ActivinB

est un nouvel acteur de la plasticité des cellules  tumorales.

De plus, nous avons mis en évidence, la surexpression du facteur Pax4 in vitro, mais
également in vivo dans les insulinomes et dans le modele de poisson-zebre. Cette
surexpression semble directement liée a 1’ ActivinB et sa voie de signalisation Smad2/3. Les

cellules P tumorales, en présence d’ActivinB, semblent retourner dans un état moins
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différencié, sans pour autant revenir a un état de progéniteurs/précurseurs endocrines (absence

de Sox9 et Ngn3).

L’étude approfondie des modeles Inhpb-PMenl et fMenl m’a également permis de
montrer que les mécanismes de dédifférenciation, contrdlés par 1’ActivinB, contribuent
activement a la progression des insulinomes Menl et a 1’émergence tardive de tumeurs
agressives, présentant une forte production d’Insuline et un taux de prolifération élevé. J ai
découvert que I’émergence de ces lésions bien différenciées, qui apparaissent tardivement
(apres 12 mois), conduisent systématiquement a la mort des animaux, en raison de

I’hypoglycémie induite par les forts taux d’Insuline que ces tumeurs produisent.

ActivinB-induced f3-cell dedifferentiation promotes insulinoma tumor plasticity and

progression

Doriane Ripoche, Jérémie Charbord, Ana Hennino, Romain Teinturier, Rémy Bonnavion,

Rami Jaafar, Olli Ritvos, Chang X. Zhang, Olov Andersson and Philippe Bertolino.

Soumis Mai 2015.
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ABSTRACT

Loss of pancreatic -cell maturity occurs in diabetes and insulinomas. Although
both physiological and pathological stresses are known to promote 3-cell
dedifferentiation, little is known about the molecules involved in this process. Here
we demonstrate that ActivinB, a TGFp-related ligand, is upregulated during
tumorigenesis and drives the loss of (-cell maturity in a mouse insulinoma model.
Importantly, deleting ActivinB abolished p-cell dedifferentiation and increased mice
survival. Using transgenic zebrafishes, we demonstrate that ActivinB overexpression
in B-cells downregulates insulin expression in vivo. Our data further identify Pax4 as
a previously unknown ActivinB target and potent contributor to the f-cell
dedifferentiation. Finally, we show that a subset of the dedifferentiated (3-cells go on
to form aggressive, well-differentiated tumours, through a tumour escape mechanism
that renders the cells resistant to ActivinB. Hence, this work reveals an unexpected
role for ActivinB in islet plasticity and progression of insulinoma through its

participation in -cell dedifferentiation.
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INTRODUCTION

Loss of maturity and acquisition of embryonic traits are well-established
paradigms that contribute to tumors heterogeneity and metastasis (Brabletz,
2012;Marusyk, et al., 2012). Endocrine tumors that develop from pancreatic islet-
cells are highly heterogeneous. Whereas functional tumors are associated with
symptoms related to the hormones they produce — e.g., insulin or glucagon — non-
functional tumors do not cause a clinical syndrome (Asa, 2011). Although poorly
differentiated endocrine tumor of the pancreas exists, the cause and contribution of 8-
cell dedifferentiation in the initiation and progression of those lesions remain
undetermined. Loss of Insulin expression has been observed in transgenic mouse
models of insulinoma, supporting the existence of a mechanism that reverts the
differentiated state of mature f-cells in -cell tumors (Bertolino, et al.,
2003;Pelengaris, et al., 2002). Recently, Landsman et al. demonstrated that elevated
Hedgehog/Gli signaling in B-cells alters their identity and leads to the development of
undifferentiated endocrine pancreatic tumors (Landsman, et al., 2011). Therefore, the
participation of B-cell dedifferentiation in adult pancreatic pathologies such as islet
tumours and diabetes underscores the need to identify the autocrine factors
controlling these mechanisms.

While the characterization of signals that regulate (-cell development and
regeneration is the focus of intense work (Ziv, et al., 2013), less is known about
mechanisms and molecules that control the differentiation state of mature adult 8-
cells under pathological conditions. The phenomenon of B-cell dedifferentiation —
characterized by a loss of expression of key B-cell genes, such as those encoding
Insulin, Glucose transporter 2 (Glut2) and transcription factors associated with the

cells’ mature phenotype — was first reported in mouse and recently confirmed in
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cultured human islets in the absence of any pathological context (Russ, et al.,
2008;Spijker, et al., 2013;Weinberg, et al., 2007). Further evidence has confirmed
that the differentiated state of mature adult B-cells is not permanent and lost in
response to signals such as oxidative stress and changes in transcriptional profile
(Back, et al., 2009;Bernardo, et al., 2008;Dhawan, et al., 2011). The contribution of
B-cell dedifferentiation to pathological conditions in vivo is also supported by recent
work suggesting that -cell dedifferentiation caused by FoxO! disruption underlies 8-
cell failure in type II diabetes (Talchai, et al., 2012).

Activins are TGF-B-related ligands that participate in a wide array of biological
processes in development and cancer (Sulyok, et al., 2004;Xia and Schneyer,
2009;Zhou, et al., 2010). Activins and their receptors control embryonic patterning of
foregut-derived organs (Kim, et al., 2000) and are closely associated with the
development of the endocrine pancreas (Zhang, et al., 2004). Although ActivinA and
ActivinB are expressed in pancreatic islets, their presence in f3-cells is still debated
(Brown, et al., 2011;La Rosa, et al., 2004;0gawa, et al., 1993). Nevertheless,
transgenic mouse models have confirmed roles for these ligands in adult islets and in
B-cell proliferation (Brown and Schneyer, 2010;Oliver-Krasinski and Stoffers, 2008).
Interestingly, ActivinA decreases the expression of mature -cell genes, highlighting
a possible contribution of Activins to p-cell dedifferentiation and islet plasticity
(Szabat, et al., 2010). In contrast, the effect of ActivinB in pancreatic islets is less
clear.

Given that ActivinA and B affect the function of islet -cells and are frequently
overexpressed in various tumors (Antsiferova and Werner, 2012), we hypothesized
that Activins could contribute to B-cell tumor plasticity. Using a mouse insulinoma

model based on the targeted disruption of the Menl gene (Bertolino, et al., 2003), we
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found p-cell tumors to overexpress ActivinB. Further, our work reveals that ActivinB
mediates p-cell dedifferentiation, causing tumor f-cells to lose their mature
characteristic while keeping an endocrine identity. The role of ActivinB in B-cell
dedifferentiation was further supported by the absence of dedifferentiated -cells in

tumors lacking ActivinB expression, and the late onset of a subset of aggressive,

differentiated insulinomas resistant to ActivinB signaling.

RESULTS
B-cell tumors progressively lose Insulin expression and develop late-onset Insulin-
positive proliferating lesions.

Expression of Insulin is a hallmark of mature differentiated f-cells. Having
previously shown reduced Insulin immuno-reactivity in insulinomas that develop
from the MenI"¥;RipCre mouse (8Menl) (Bertolino, et al., 2003), we hypothesized
that insulinomas undergo cellular dedifferentiation. We first confirmed loss of Insulin
expression in advanced fMenl tumors. Although a few B-cells scattered within islet
structures maintained normal Insulin immuno-reactivity, we found Insulin expression
abolished in several lesions (Figure 1A). More importantly, we found that a subset of
lesions formed by polarized B-cells organized in trabecular structures and showing a
strong Insulin expression developed from the age of 10 months as isolated lesions or
within dedifferentiated Insulin-negative (Ins’) p-cell tumors (Figure 1A and B).
Interestingly, we found these lesions to differ from normal islet -cells or Ins” tumors
by their high Ki67 proliferation index, suggesting that they represent a subset of

aggressive Insulinoma with a late onset (Figure 1C).
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Loss of Insulin expression was next analyzed at various tumor progression stages.
Although hyperplastic and dysplastic lesions in fMenl mice developed at 4 and 6
months, respectively, they showed Insulin staining comparable to controls (Figure
2A). The earliest Insulin reduced expression was evident in 8-month-old adenomas.
At 10 months, this reduction was obvious in most islet lesions, and even more
pronounced at 14 months in tumors (Figure 2A, Supplemental Figure 1). We
subsequently used ChromograninA, a marker of neuroendocrine tumors, to address
whether Ins™ lesions retain their endocrine character. As shown in Figure 2A, we
found ChromograninA expressed in all tumors analyzed and further found that
Insulin and ChromograninA were colocalized only in a subset of f-cell tumors
(Supplemental Figure 2). Next, we thought to determine whether p-cells that had
lost insulin expression originated from Men/-diruspted B-cells. Lineage-tracing of
Menin expression in Ins’, Ins™ islet-tumors and a-cells demonstrated that both Ins”
and Ins’ lesions were lacking Menin expression compared to a-cells that retain Menin
expression at all analyzed ages (Figure 2B). Consistent with this observation we
found Menin B-cell disruption to be almost complete at 1 month of age supporting the
idea that Ins/ChromograninA" tumors originated from Ins” Menin disrupted B-cells
(Supplemental Figure 3).

Given the known o- to 3- tumor-cell trans-differentiation that occurs in Menl
glucagonomas (Lu, et al., 2010), we analyzed whether Ins™ lesions expressed
Glucagon, Somatostatin or Pancreatic polypeptide and failed to detect those
hormones in Ins™ 3-cell lesions (Figure 2C). This observation suggests that the loss of
Insulin expression observed in tumor -cells reflects a dedifferentiation rather than a

trans-differentiation.
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ActivinB expression is selectively increased during B-cell tumorigenesis.

Having found tumor B-cells to lose their Insulin expression, we speculated that
an autocrine factor produced by tumor cells may promote this effect. We explored
transcriptomic analyses of Menl-KO f-cell and Insulinoma models (Serewko-Auret,
et al., 2010;Yang, et al., 2010), looking for candidates known to inhibit Insulin
expression. Given the importance of TGF-f signaling in Insulin synthesis and
maintenance of f-cell maturity (Blum, et al., 2014;Brown and Schneyer, 2010), we
paid particular attention to related ligands. In this way we identified the Inh[3B gene
coding for ActivinB to be upregulated in B-cells and insulinomas depleted of Men!.
Histological analyses performed with 2 independent ActivinB antibodies, further
confirmed the selective induction of ActivinB expression in B-cell tumors and the
near absence of ActivinB in control f-cells (Supplemental Figure 4). Next, we
sought delineate the onset of ActivinB overexpression and analyzed ActivinB
expression in pancreas sections collected from aging fMenl mice. Whereas ActivinB
was absent in 4-month-old hyperplastic islets, we detected this ligand, within a group
of clustered cells randomly located within 6-month-old dysplastic islets (Figure 3A).
At 10 and 14 months of age, the number of cells expressing ActivinB was robustly
increased. Surprisingly, 14-month-old lesions developed small areas of cells lacking
ActivinB expression (* in Figure 3A). Those regions were reminiscent of the Insulin-
positive (Ins") trabecular lesions found within 14-month-old dedifferentiated tumors
(Figure 1A). Using a co-immunofluorescence approach, we found lesions with
reduced levels of Insulin or a lack of Insulin to express high levels of ActivinB, while
ActivinB was absent in Ins" tumors and control islets (Figure 3B). Based on Smad3
known-repression of Insulin gene expression (Lin, et al., 2009), we used an antibody

that recognizes the phosphorylated form of Smad3 (P-Smad3) and found the nuclei of
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Ins” and Ins lesions had strong and no immuno-reactivity, respectively (Figure 3C).
More importantly, while we found that the surface of Ins™ lesions expressed ActRII,
the type II receptor through which ActivinB signals (Figure 3D), the surface of Ins”
tumors did not, supporting the idea that late-onset Ins™ tumors had developed a

blunted response to ActivinB-induced inhibition of Insulin expression.

ActivinB expression induces the downregulation of insulin expression in B-cell
both in vitro and in vivo.

We next tested the direct effect of ActivinB stimulation on transcription of Insulin
genes in vitro. Using cultured Min6 and BTC p-cells, we found that stimulation with
ActivinB significantly inhibited both /ns/ and Ins2 gene expression, an effect that
was reversed by the SB431543 inhibitor, which blocks Smad2 and Smad3
phosphorylation though Alk4 and Alk7 receptors (Figure 4A, Supplemental Figure
5). To further validate this observation, we used transgenic zebrafish larvae to
determine whether the downregulation of insulin expression by ActivinB is an
evolutionarily conserved mechanism. We generated transgenic zebrafish that have an
integrated cre-/loxP-based system to induce expression of inkhfB specifically in -
cells. In double-transgenic larvae overexpressing inaf3B in 3-cells (termed inh3B-OE),
expression of the insulin gene was found significantly downregulated (Figure 4B).
We also evaluated the expression of insulin in -cells by generating triple-transgenic
larvae that carry the ins:GFP transgene in addition to the cre-/loxP-system (Figure
4C). We observed a significant, 70% decrease in GFP fluorescence in the inhB-OE
zebrafish larvae. There was a global decrease in GFP fluorescence across B-cells in
inhpB-OE larvae, suggesting that the reduction in insulin mRNA levels in these

larvae is due to downregulation of insulin expression in each individual $-cell. Thus,
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the ability of ActivinB to reduce insulin expression is evolutionarily conserved

between mouse and fish.

ActivinB decreases the expression of mature B-cell genes and contributes to the
dedifferentiation of B-cell tumors in vivo.

Maintenance of [3-cell maturity is orchestrated by a subset of transcription factors
that are essential for adult P-cells (Bernardo, et al., 2008;Oliver-Krasinski and
Stofters, 2008). As shown in Figure SA and Supplemental Figure 6, we found that the
expression of Insl, Ins2, Mafa, Slc2a2, Nkx6.1 and PdxI was significantly reduced in
Min6 cells following ActivinB treatment, whereas the expression of Mafb and Nkx2.2
remained unchanged. Interestingly, the expression of the paired box4 (Pax4), a
transcription factor involved in pancreatic (3-cell differentiation and more recently
shown to promotes (-cell dedifferentiation in mature p-cells (Hu He, et al., 2011),
was strongly induced by ActivinB treatment. The specificity of ActivinB induction of
Pax4 expression was confirmed by using the SB431542 inhibitor (Figure 5B and C).
These observations were further validated in TC cells (Supplemental Figure 7).

We next investigated these markers in Ins" lesions (which express ActivinB) or
Ins” lesions (which do not express ActivinB). As shown in figure 5D, we were unable
to detect MafA in Ins™ tumors, whereas we found Pdx1 and Nkx6.1 expression to be
reduced yet still present in those lesions compared to control and Ins’ lesions.
Membrane expression of the glucose transporter Glut2 (encoded by the Sic2a2 gene)
was absent at the surface of the B-cells lacking Insulin expression, suggesting that
those cells had lost their glucose-sensing capacity. A marked increase in Pax4
expression was also evident in Ins” lesions that overexpressed ActivinB, as seen by

the strong staining observed in the lesion lacking Insulin expression. Finally, we
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found dedifferentiated lesions to lack the expression of Sox9 and Ngn3 supporting the
idea that tumor P-cells had lost their maturity rather than acquired a progenitor-like
phenotype (Supplemental Figure 8). Interestingly, Ins’ lesions were found to
express identical levels of tested mature markers compared to controls, making their
polarized shape, glandular organization and elevated Ki67 index the sole

characteristics that differentiate them from normal islet B-cells.

ActivinB disruption rescues tumor B-cell dedifferentiation.

We examined the consequences of ActivinB loss on (3-cell tumorigenesis. Taking
advantage of the viability of the homozygous /nhfB-KO mouse (Vassalli, et al.,
1994), we generated InhBB*°™C Men1 F/F,'RipCre compound mutants (termed /nhfBB-
PMenl) to investigate the differentiation characteristics of the tumors that developed.
At 10 and 14 months of age, the islets of all the analyzed InhfB-fMenl lesions
stained homogeneously for Insulin, yet the intensity of the observed staining was
slightly weaker than in control or /nhfB-KO mutant islets (Figure 6A).
Quantification of the respective surface area occupied by Ins” and Ins” lesions within
the pancreas revealed that the massive reduction of Insulin expression occurring in
PMenl tumors was abolished in InhfB-fMenl compound mutants (Figure 6B). The
lack of ActivinB expression was confirmed in tumors developed by the InhfBB-pMenl
mice (Supplemental Figure 9), supporting the notion that the loss of Insulin
observed in the SMenl lesions results from an autocrine effect of ActivinB. Lesions
that developed in the InhpBB-pMenl mice were found to be well differentiated and to
express MafA, Nkx6.1, Pdx1 and Pax4 levels comparable to those in age-matched

control islets (Figure 6C). As in normal pancreas, the expression of Glut2 was
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obvious at the surface of B-cells in tumors. More interestingly, Insulin-reactive
lesions with glandular shape were absent in 14-month-old /nhfB-fMenl mice
(Figure Supplement 1), suggesting that such lesions represent the late evolution of

the dedifferentiated tumors found specifically in the fMen! mice.

ActivinB disruption promotes the survival of mice that develop insulinomas.

Having found that the lack of ActivinB rescues tumor (-cell dedifferentiation
and abolished the onset of aggressive insulinomas found in fMenl mutants, we next
sought to determine how these observations impacted mouse survival. Although
quantification of the tumor mass showed no reduction in the /nhBB-fMenl pancreata,
we found that the surface of the compound-mutant lesions plateaued at 6 months
(Supplemental Figure 10). Analysis of glucose serum concentrations revealed, as
expected, that BMenl animals became hypoglycemic by the age of 10 months,
whereas none of the /nhfBB-fMenl mutants had developed hypoglycemia by the age
of 14 months despite the rescued Insulin expression seen in (-cell lesions (Figure
7A). Consistent with the reduced tumor load and normoglycemia seen at 14 months,
we found SMenl animals lacking ActivinB to demonstrate a prolonged survival after
10 months of age (Figure 7B). Taken together these observations confirm that tumor
onset and/or progression was altered in the InhfB-PMenl animals and more
importantly that in the absence of ActivinB there are no dedifferentiated [3-cells that

can go on to form aggressive tumors, which are associated with a worse prognosis

(Figure 7C).
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CONCLUSION / DISCUSSION

Ample evidence from clinical studies and mouse work shows that pancreatic
cells demonstrate a high degree of cellular plasticity in response to various stresses
and pathological conditions. Here, we report that islet B-cell tumors induced by the
loss of the Menl suppressor gene are subjected to a p-cell dedifferentiation prior to a
late onset of aggressive insulinomas. More importantly, we provide solid evidence
that ActivinB mediates these processes.

We demonstrate that ActivinB, barely detectable in normal B-cells, is markedly
induced in dysplastic lesions and causes tumor cells to progressively lose their Insulin
expression and their capacity to express mature markers essential for 3-cell function,
such as MafA, Pdx1, Nkx6.1 and Glut2. To that extent, the identification of ActivinB
as an endogenous modulator of B-cell plasticity brings a new twist to its previously
reported role in inhibiting Insulin secretion (Bertolino, et al., 2008;Wu, et al., 2014).
This role is consistent with the emerging functions of TGF/BMP superfamilies in
the suppression of adult B-cell maturation (Blum, et al., 2014). Smad-BMP signaling
prevents B-cell differentiation in stem cells, zebrafish and mice (Chung, et al., 2010),
and TGFp, ActivinA and Smad3 are capable of repressing Insulin and a subset of
mature f-cell genes in islet B-cell lines and isolated mouse islets (Lin, et al.,
2009;Szabat, et al., 2010). Using Min6 and PBTC cells, we found that ActivinB
represses the expression of several genes associated with f-cell maturity.
Interestingly, Szabat et al. report that ActivinA-stimulation of Min6 cells has the
same effects (Szabat, et al., 2010). Thus, both ActivinA and ActivinB can promote [3-
cell dedifferentiation in vitro, through the same target genes. This observation is

somewhat conflicting with the acute, antagonistic roles previously reported for
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ActivinA and ActivinB in $3-cell Insulin secretion (Bertolino, et al., 2008;Wu, et al.,
2014). Nevertheless, both Activins have the capacity to activate Smad3-
phosphorylation through the use of Alk4/Alk7 type I receptors, which may explain
their common in vitro effects on p-cell maturity. Wu ef al. recently demonstrated that
ActivinB is a more potent inducer of Smad3-phosphorylation than ActivinA in
isolated islets and p-cell lines (Wu, et al., 2014). Given that Smad3 has the capacity
to bind and mediate repression of the Insulin promoter (Lin, et al., 2009), our data
suggest that ActivinA may not induce a (-cell dedifferentiation in vivo as seen for
ActivinB. Indeed, we did not detect an increase in ActivinA expression in Menl f3-
cell tumors, confirming that the observed (-cell dedifferentiation results solely from
the autocrine effects of ActivinB. This conclusion is supported by the lack of B-cell
dedifferentiation in the InhfSB-fMenl compound mutant mice.

Besides inducing the loss of B-cell maturity, ActivinB strongly upregulates Pax4,
both in a B-cell line and in Ins™ dedifferentiated lesions. While Pax4 is essential for
the development and differentiation of Insulin-producing B-cells in the mammalian
pancreas (Sosa-Pineda, et al., 1997), its functions in adult f-cells have been proposed
to orchestrate a network of genes that govern B-cell expansion and survival under
physiological and pathological conditions (Brun and Gauthier, 2008). Examining the
consequences of increased Pax4 expression in ActivinB-expressing tumor cells is
therefore important. However, the low proliferative index of dedifferentiated tumors
does not corroborate the previously described role of Pax4 in [-cell-induced
proliferation in rat and human islets (Brun, et al., 2004). Interestingly, long-term
conditional overexpression of Pax4 in mature islet B-cells represses the expression of

Insulin, MafA and Glut2, consistent with the occurrence of B-cell dedifferentiation
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(Hu He, et al., 2011). This observation suggests that ActivinB-mediated induction of
Pax4 may contribute to triggering or maintaining B-cell dedifferentiation under the
pathophysiological context of (3-cell tumors — a hypothesis supported by the lack of
Pax4 overexpression and f-cell dedifferentiation in the tumors in Inh(B-fMenl mice
lacking ActivinB expression.

While we initially demonstrated that ActivinB inhibits Insulin secretion
(Bertolino, et al., 2008), work by Wu et al. confirmed that transient stimulation of
isolated pancreatic islets with exogenous ActivinB suppresses Glucose Stimulated
Induced Secretion (GSIS) and ATP production (Wu, et al., 2014). In the diabetic state,
loss of acute GSIS is associated with a loss of B-cell mature phenotype (Weir and
Bonner-Weir, 2004). Therefore, it will be important to determine whether a sustained
inhibition of GSIS and ATP production mediated by upregulation of ActivinB in (-
cells could contribute to the observed plasticity of tumor p-cells. Our observations
suggest that tumor f3-cells overexpress ActivinB as a means of protecting against the
overproduction of Insulin in animals developing insulinomas. Although physiologic
protection against an Insulin overload may occur through limitation of GSIS in the
early stages of tumor progression, the loss of f-cell functionality through
dedifferentiation is likely to be the major protective mechanism operating in these
tumors. In parallel, while we found the first signs of a moderate hypoglycemia to
correlate with a reduction in survival of the fMenl mice from the age of 10 months,
the glycemia and survival of the InhfB-fMenl mutants at this age were comparable
to that of control animals. Histological analysis revealed that the reduction in survival
of the BMenl mice was associated with the onset of glandular lesions that do not

express ActivinB but strongly express Insulin and have an elevated proliferation
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index. Interestingly, we found that InhfB-fMenl mice lack this type of lesion,
suggesting that ActivinB-induced (-cell dedifferentiation is a critical step in the late
onset of those aggressive insulinomas. Despite constituting only 3.6 to 7.6% of the
lesions that develop at the age of 14 months in the fMenl mice, insulinomas are
likely to be responsible for the poor survival of these mice. This hypothesis would
explain why the InhfB-fMenl mutants have a survival rate comparable to that of
control animals, although it does not clarify why those mice have normal glycemia
(126.4+5.9 mg/dL (n=5)) despite their elevated Ins" tumor load. We speculate that
those mice have somehow developed Insulin resistance, though we were unable to
demonstrate a glucose intolerance when challenging the mice with an IPGTT (data
not shown).

While the field of pancreatic endocrine tumors is still puzzled by the functional
complexity and cellular diversity of islet tumors, our results identify ActivinB as an
intrinsic B-cell candidate that contributes to the plasticity of islet tumors. Unlike
previous Insulinomas mouse models, which develop aggressively proliferative,
poorly dedifferentiated carcinomas upon forced activation of Hedgehog/Gli signaling
or expression of the sv40 large T antigen in (3-cells (Hunter, et al., 2013;Landsman, et
al., 2011), the dedifferentiated tumors in the SMenl mouse model have a low
proliferative potential and lack expression of the Sox9 and Ngn3 markers of early
pancreatic progenitors, similar to the pancreatic endocrine tumors found in MEN1
patients. Such observations highlight the complexity and subtlety of the mechanism
that may control -cell tumor dedifferentiation in vivo. Although our work relates to
tumors that develop upon disruption of the Menl gene in mice, ActivinB re-
expression occurs in various sporadic forms of pancreatic human islet tumors (La

Rosa, et al., 2004). ActivinB therefore has potential as a biomarker and drug target
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that could refine the clinical classification of pancreatic endocrine tumors as well as
provide new therapeutic approaches to limiting the onset of aggressive tumors. More
importantly, our work uncovers a previously unknown physiological role of ActivinB
in the maintenance of B-cell maturity. Identifying the in vivo signals that trigger the
expression of ActivinB in pancreatic islet cells will be crucial to further

understanding the cellular contexts that promote 3-cell dedifferentiation.

MATERIALS AND METHODS

Mice strains and procedure

PMenl and InhpB-KO have been previously described (Bertolino, et al.,
2003;Vassalli, et al., 1994). Control (MenI™™), pMenl and InhfB-fMenl mice were
maintained in mixed 129sv/C57bl6 background. Glucose measurements were done
with a glucometer (Abbot, Rungis, France) from 6-hour-fasted mice. All animal
experiments were performed in accordance with the animal care guidelines of the
European Union and French laws and were validated by the local Animal Ethical

Committee.

Immunohistochemical and Immunofluorescence analysis

Pancreases, collected from 6h-fasted mice, were fixed 24h in 4% formalin prior
paraffin embedding. Immunohistochemical staining (IHC) were revealed with DAB
according to the manufacturer’s instructions (DAB-Kit, Vector Laboratories,
Peterborough, UK). For immunofluorescence samples were counterstained with Dapi
(Vector Laboratories, Peterborough, UK). Lists of antibodies are provided in

supplemental material.
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Vector construction and generation of transgenic zebrafish

insulin:loxP-mCherry-STOP-loxP-inhbb®"'"" was generated from the insulin:loxP-
mCherry-STOP-loxP-H2B-GFP construct (Hesselson, et al., 2009) by excising H2B-
GFP and inserting the inhbb gene, using In-Fusion HD cloning kit (Clontech,
Mountain View, USA). Independent transgenic lines were generated, and similar
results obtained with the offspring of different founders. Primers used for cloning
were inhbb-infusion-FWD: ggccggecaggegegecaccatggacacgatatttatgaa and inhbb-
infusion-REV: tctagagtcgcggecgcettcaggeacageegeactect.  7g(insulin:loxP-mCherry-
STOP-loxP-inhbb,cryaa:Cerulean) zebrafish line was crossed with
Tg(insulin:Cre,cryaa:Venus) (Hesselson, et al., 2009) or double-transgenic for
Tg(insulin:Cre,cryaa:Venus) and Tg(insulin:GFP) (Huang, et al., 2001). Controls
corresponded to siblings of the experimental larvae and carried Tg(insulin:loxP-
mCherry-STOP-loxP-inhbb,cryaa:Cerulean) or  Tg(insulin:loxP-mCherry-STOP-

loxP-inhbb,cryaa:Cerulean); Tg(insulin: GFP).

Tumor and B-cell morphometric analyses

Tumor and P-cell surface measurements were calculated with Histolab'™ software
(Alphelys, Plaisir, France) after a visual elimination of artifacts from whole pancreas
scanning acquired on an Eclipse E44 microscope (Nikon, Champigny sur Marne,
France). Briefly, pancreas were cleared of fat and lymph nodes before fixation.
Pancreas sections were stained with Hematoxylin & FEosin (tumor mass
quantification) or for insulin and glucagon (B-cell mass quantification).
Quantifications were performed blind to the genotype on at least 2 randomized

sections distant from 30uM.
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Cell Culture

Min6 and BTC cells were cultured as described (Szabat, et al., 2010). Cells were
subjected to a 24h serum starvation prior 72h stimulation with 1nM ActivinB
(Peprotech, Rocky Hill, USA). When mentioned, 10nM of SB431542 (Sigma, Lyon,

France) was added to the stimulation media.

Real-Time Reverse Transcriptase-PCR and Western Blot analysis

RNA isolations were done with a RNeasy Kit (Qiagen, Valencia, USA). Real-Time
PCR analyses were carried out on a Step One RT System (Applied Biosystem, Saint
Aubin, France) using SYBR-Green reagent (Life Technology, Saint Aubin, France)
and results of each samples normalized to 7pb. Primer-sequences are provide in
supplemental material. For Western-Blots, proteins were extracted with a RIPA
buffer and quantified using a DC-assay kit (Biorad, Hercules, USA). Antibodies are

listed in supplemental-material.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed as described in figure legends; unpaired Student’s
t tests were used unless indicated. All analyses were performed by using Prism5
Software (GraphPad, San Diego, USA); P value of = 0.05 was considered significant.

Results are given as means = SEM.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

List of used Primary antibodies:

Antigen Species Source Dilution
IHC IF WB
ActivinB Rabbit Abnova 1/2000 | 1/2000* /
ActivinB Rabbit Abcam 1/2000 | 1/2000* /
ActRIIA Rabbit Genetex / 1/150 /
ChromograninA Rabbit Immunostar 1/2000| 1/100 /
Glucagon Rabbit Cell Signaling 1/750 / /
Glut2 Rabbit Chemicon / 1/200 /
Insulin Guinea-Pig Dako 1/5000 1/200 /
Ki67 Goat Santa Cruz Biotech. 1/1000* /
MafA Rabbit Abcam 1/4000* | 1/1000
Ngn3 Goat Beta Cell Biol. / 1/10000* /
Consortium
Nkx2.2 Mouse DHSB / / 1/1000
Nkx6.1 Mouse DHSB / 1/5000* | 1/1000
Pax4 Rabbit Dr B. Sosa-Pineda / 1/30000* | 1/5000
Pdx1 Goat Abcam / 1/500 1/10000
PP Goat Imgenex 1/500 / /
PSmad3 Rabbit Cell signaling / 1/50 /
Somatostatin Goat Santa Cruz Biotech. | 1/5000 / /
Sox9 Rabbit Sigma Aldrich / 1/500 /

* Combined with a Tyramide Signal Amplification (TSA system, Perkin-Elmer)
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List of used secondary antibodies:

Antigen Species Source Dilution
Biotinylated anti-rabbit IgG Horse Vector 1/200
Biotinylated anti-goat IgG Horse Vector 1/200
Biotinylated anti-mouse IgG Goat Vector 1/200
Biotinylated anti-guinea-pig IgG Goat Vector 1/200
Anti-Guinea Pig Alexa Fluor® 488 | Donkey | Jackson Immunoresearch | 1/200
Anti-Rabbit Alexa Fluor® 555 Donkey Invitrogen 1/200
Primer used for real-time quantitative RT-PCR:
Primers Forward Reverse
Tbp 5-TGG TGT GCA CAG GAG CCA AG-3' 5-TTC ACA TCA CAG CTC CCC AC-3’
Ins1 5"-AGG ACC CAC AAG TGG AAC AAC-3' 5'-GTG CAG CAC TGA TCC ACA ATG-3’
Ins2 5-GCT CTC TAC CTG GTG TGT GGG-3’ 5’-CTC CAC CCA GCT CCA GTT GTG-3’
Mafa 5'-TCA GCA AGG AGG AGG TCA TCC GA-3’ 5-TGG CTC TGG AGC TGG CAC TTC T-3'
Mafb 5-AGC AGG TGT GAC TCA CGA TG-3' 5’-AGA AGC GGT CCT CCA CAC TA-3’
Scl2a2 5-TTT GGT GGG TGG CTC GGG GA-34 5-GGG CGT GTG CCG GTC CAA AT-3’
Nkx6.1 5-ACT TGG CAG GAC CAG AGA GA-3’ 5'-AGA GTT CGG GTC CAG AGG TT-3'
Nkx2.2 5-TTG TCA TTG TCC GGT GAC TC-3’ 5’-TCT ACG ACA GCA GCG ACA AC-3’
Pdx1 5’-AGG TGC TTA CAC AGC GGA AC-3’ 5-GGG TCC CGC TAC TAC GTT TC-3'
Pax4 5’-TGG ACA CCC GAC AGC ACA T-3' 5'-CTT AAG GCT CCG TGA GAT GTC A-3’
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Figure 2. Progressive dedifferentiation of fMenl tumor f-cells. (A) Immunohistochemical
analysis of Insulin and ChromograninA (Chg A) expression. Representative pictures of pancreas
serial-sections are shown at various tumor progression stages. Staining of 4 and 14-month-old
control islets are shown as reference. Horizontal rectangle-pictures are magnified view of
Insulin stained islet areas. (B) Lineage tracing of Menin expression. Representative result of
Insulin (green), Glucagon (red) and Menin (gray) triple-immunofluorescent analysis of 1, 6, 14-
months control and fMenl pancreas. Right pictures are magnification of dashed rectangle. (C)
Immunohistochemical staining of endocrine hormones in 14-month-old pancreas serial sections.
Expressions of Insulin, Glucagon, Pancreatic polypeptide (Panc. polypeptide) and Somatostatin
were analyzed in control islets and SfMen! lesions for their Insulin positive or negative status.
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Figure 7. Inactivation of ActivinB improves survival of mice developing Insulinomas.
(A) Blood glucose measures from 6h-fasted mice at indicated ages; pMenl (n=25), InhpB-
PMenl (n=26) and control mice (n=45). Mean glycemia = SEM are shown. *:p<0.05; **:
p<0.01; ***: p<0.001; NS: not significant; Student-t test. (B) Survival curve of fMenl
(n=16), InhfB-pMenl (n=14) and control mice (n=14). **: p<0.01; ***: p<0.001; Mantel-
Cox test. (C) Schematic view of the proposed role of ActivinB induced expression on f-cell

tumor progression.
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Supplemental Figure 3. Quantification and tracing of Menl invalidation in pancreatic
islet lineages. (A) Quantification of Menin disruption in a- and -cells. Representative picture
of triple-Immunofluorescent analysis performed on pancreas sections from 1-month-old fMenl
and control mice. Right panels represent higher magnifications of dashed areas. Graph shows
the percentage of a or B-cells, expressing or not Menin. 3 mice per genotype were analyzed.
For control mice, 743 B-cells and 284 a-cells were counted and for fMen1 mice, 3217 B-cells
and 308 a-cells. Data are represented as mean of mice percentage + SEM. ***: p<0.001;
Student-t test. (B) Lineage-tracing of Menin expression in ChromograninA expressing cells.
Representative result of Insulin (green), ChromograninA (red) and Menin (gray) triple-
immunofluorescent analysis of 1, 6, 14-months control and fMenl pancreas. Insets represent
higher magnifications. Note that while all ChromograninA*/Insulin® cells have lost Menin
expression in fMen pancreas, most of the Chormogranin®/insulin- cells demonstrate this loss.
The residual Menin staining seen in ChromograninA™ cells (insets) correspond to the
expression of Menin in non -islet-cell lineages (i.e. Glucagon-, Somatostatin- and Pancreatic
Polypeptide-expressing cells).
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Supplemental Figure 6
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Supplemental Figure S6. Analysis of mature f3-cell markers in
Min6 cells following ActivinB (ActB) stimulation. Expression
levels of MafA, Nkx6.1, Nkx2.2 and Pdxl were analyzed in
ActivinB treated (+) or untreated (-) cells. Tubulin is used as a
loading control.
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Insuline
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ActivinB

Controle

RipTag2
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FIGURE 25: LES LESIONS TUMORALES, DEVELOPPEES PAR LES SOURIS RIPTAG2, N’ EXPRIMENT PAS L’ACTIVINB

AT
ST
:

T

Des marquages immunohistochimiques de 1’Insuline (Dako, 1/5000), de 1I’Antigéne T (SCBT, 1/400), de
Menin (Bethyl, 1/8000) et de 1’ ActivinB (Abnova, 1/2000) ont été réalisés sur des coupes de pancréas de souris
contrdles, RipTag2 (a 7, 11 et 16 semaines) et BMenl (a 16 mois). Les lignes pointillées noires encerclent les

ilots pancréatiques. La lettre P indique les tumeurs peu différenciées PDIC.
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2. Résultats complémentaires

i. FEtude d’un autre modéle murin développant des insulinomes : le modéle

RipTag2

* Analyse de I’expression d’ActivinB dans les lésions tumorales RipTag?2

A la suite de ces résultats, nous avons voulu valider nos observations dans un autre modele
murin développant des insulinomes, sans invalidation du gene Menl. Nous avons utilisé le
modele RipTag2, qui consiste en 1’expression de I’antigéne grand T du virus simien 40, sous
le contr6le du promoteur du gene de 1’Insuline de rat (détaillé partie 1.B.1) (Hanahan, 1985).
De facon intéressante, ce modele développe différents types de 1ésions exprimant 1’ Insuline et

ne I’exprimant pas. Ces dernieres sont appelées carcinomes peu différenciés invasifs (PDIC)

(Hunter et al, 2013).

J’ai tout d’abord analysé 1’expression de 1’ActivinB dans ces 1€sions. Je n’ai pas mis en
évidence d’expression de ce ligand dans les insulinomes développés chez ces souris. Ceci
correle avec une production d’Insuline, maintenue dans les tumeurs (Figure 25). En effet, les
souris deviennent rapidement hypoglycémiques, aux alentours de 6 semaines, contrairement
aux souris fMenl, et meurent a partir de 12 semaines (données non montrées). De la méme
maniere, dans les PDIC, je n’ai pas détecté d’ActivinB, bien que ces lésions n’expriment pas
d’Insuline (Figure 25). Le développement de TNEPs hétérogénes dans ce modele murin est

donc indépendant de 1’action de 1’ ActivinB, contrairement au modele SMen| .

* Caractérisation des PDIC et de leur origine cellulaire

M’intéressant aux mécanismes conduisant a I’hétérogénéité des TNEPs, j’ai caractérisé ces
PDIC et tenté de comprendre leur origine cellulaire. Comme dans la précédente publication
d’Hunter et coll., nous avons pu montrer I’absence d’Insuline et de ChromograninA (ChgA)
dans ces lésions, mais également 1’absence d’a-amylase et de CK19 (Hunter et al, 2013). Ceci
met en évidence que ces tumeurs ne présentent pas les caractéristiques principales de cellules
différenciées exocrines, endocrines ou ductales (Figure 26A). Nous avons également confirmé
la présence de I’antigene grand T et la forte prolifération de ces 1€sions, grace a un marquage
Ki67 (Figure 26A). Enfin, nous avons détecté une forte expression de Menin dans ces Iésions,
plus importante que dans les 1ésions exprimant I'Insuline (Figure 26A), suggérant que ces

carcinomes ne présentent pas de perte de ce géne suppresseur de tumeurs.
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FIGURE 26: LES PDIC, QUI SE DEVELOPPENT DANS LES SOURIS RIPTAG2 ET BMENTAG, NE PRESENTENT PAS DE

CARACTERES PANCREATIQUES, MAIS MONTRENT UNE ACTIVATION DE LA VOIE DE SIGNALISATION PSMADI1/5

A. et B. Caractérisation par immunomarquages des lésions PDIC et insulinomes, développées dans les souris
RipTag2 (A) et fMenTag (B). C. Immunofluorescence pour les protéines Menin en vert et Insuline en bleu sur
des 1ésions RipTag2 a 10 et 14 semaines et fMenTag a 10 semaines. D. Détection de I’Insuline (Dako, 1/200,
vert) et Sox9 (Sigma, 1/500, rouge) par immunofluorescence sur les 1é€sions PDIC et insulinomes de souris
PMenTag et contrbles. E. Immunomarquage de pSmad3 (Cell Signalling, 1/500) et pSmad1/5 (Cell Signalling,
1/200) dans des flots contréles, des insulinomes et des PDIC de souris SMenTag. Les encarts représentent des

grossissements de tumeurs. Les ilots pancréatiques sont encerclés d’une ligne pointillée.
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Afin d’étudier 'impact de la perte du gene Menl dans I’émergence de ces TNEPs, nous
avons généré un nouveau modele murin combinant une invalidation du gene Menl et
I’expression de I’antigtne T dans les cellules B (modele pPMenTag
(MenlI™ ;RipCre*;RipTag2)). De facon surprenante, les PDIC du modele SMenTag se
développent avec 1’expression de 1’antigene grand T mais également une forte expression de
Menin. Les autres l€sions, exprimant 1’Insuline, ont en revanche perdu I’expression de cette
protéine (Figure 26C). Ces cellules n’ont alors pas la méme origine que les cellules tumorales
des insulinomes. Comme dans le modele RipTag2, les PDIC présentent les mémes
caractéristiques que précédemment (Figure 26B). De plus, des immunomarquages du facteur
Sox9, important au cours du développement embryonnaire pancréatique et exprimé par les
cellules ductales adultes, ont montré quelques cellules exprimant ce facteur au sein des PDIC

(Figure 26D).

Les mémes résultats ont ét€ observés dans un modele murin d’invalidation du géne Menl
dans les progéniteurs pancréatiques, grace a l’expression de la Cre recombinase sous le
contrdle du promoteur du gene Ptfla (données non présentées). Ces observations pourraient
traduire une origine non pancréatique des cellules tumorales des PDIC, avec une possible

fuite de I’expression de I’antigene grand T dans un autre compartiment cellulaire.

Hunter et coll. ont pu pointer 1’expression dans les PDIC du facteur Inducible factor 1
(ID1) (Hunter et al, 2013), facteur impliqué dans I’inhibition de la différenciation cellulaire et
exprimé principalement dans les cellules souches embryonnaires, les cellules souches adultes
et cellules souches cancéreuses (Nam & Benezra, 2009; Perk et al, 2005). Ceci confirme 1’état
immature de ces cellules tumorales. De plus, il est connu que les protéines de la famille 1d
sont des genes cibles des ligands de la famille TGF-f, en particulier des BMPs (Miyazono &
Miyazawa, 2002; ten Dijke et al, 2003). Nous avons donc analysé la phosphorylation des
Smad3 et Smad1/5 pour mettre en évidence la sous-famille de ligands qui peut étre impliquée
dans I’émergence et/ou I’évolution de ces PDIC. Nous avons pu montrer une absence de
pSmad3 dans ces tumeurs, contrairement a son expression cytoplasmique dans les flots
contrdles et insulinomes (Figure 26E). En revanche, de nombreux noyaux de ces carcinomes
expriment pSmad1/5, qui sont peu nombreux dans les contrdles et insulinomes. Ces résultats
montrent la présence d’un ligand BMP ou GDF au sein de ces carcinomes, qui pourrait ainsi

réguler Id1.
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Insuline ActivinB Dapi

Tissu sain

Insulinome

FIGURE 27: L’ACTIVINB EST EXPRIMEE DANS DES INSULINOMES SPORADIQUES HUMAINS ET SON EXPRESSION

EST CORRELEE AVEC UNE PERTE D’INSULINE

Une immunofluoresence, ciblant 1’Insuline (en vert) et I’ActivinB (en rouge), a été réalisée sur des

insulinomes de trois patients différents.
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ii. Validation de Dexpression d’ActivinB au sein d’insulinomes sporadiques

humains

Afin de valider nos observations chez I’homme, nous avons pu obtenir des insulinomes
sporadiques, issus de trois patients, non atteints de pathologie NEMI1. J’ai réalis€ une
immunofluorescence pour détecter I’expression d’ActivinB et corréler la présence ou non du
ligand avec I’expression d’Insuline. J’ai pu mettre en évidence que le ligand est surexprimé
dans certains insulinomes humains en comparaison aux filots sains du méme patient (Figure
27). De plus, il semble que les cellules qui expriment I’ ActivinB perdent 1’Insuline, comme

nous 1’avions observé dans les insulinomes de souris SMen| .

C. CONCLUSION

Mes travaux ont permis d’identifier un nouveau role de I’ActivinB dans le contrdle de
I’identité des cellules f tumorales et dans I’émergence de TNEPs hétérogenes. J’ai pu mettre
en évidence sa surexpression dans les insulinomes Menl, conduisant a une perte des
marqueurs matures de ces cellules. Nous avons pu valider cet effet in vitro, mais également
dans un modele de poisson-zebre, surexprimant le ligand spécifiquement dans les cellules 3
saines. Nos premieres observations chez ’homme semblent concorder avec nos données chez
la souris. Enfin, j’ai pu montrer que le développement de TNEPs hétérogenes chez les souris

PMenl et RipTag?2 fait intervenir des processus et facteurs différents, restants a définir.
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PARTIEII ;
MENIN REGULE L’EXPRESSION D’INHBB

GRACE A LA METHYLATION D’HISTONES
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A. INTRODUCTION

Apres avoir mis en évidence le nouveau role de 1’ ActivinB sur la plasticité des cellules §
tumorales invalidées pour le géne Menl, nous avons cherché a comprendre comment ce

ligand, absent des ilots pancréatiques controles, était surexprimé dans les insulinomes.

Différentes €études dans des tissus ou lignées cellulaires vari€ées ont décrits plusieurs
facteurs impliqués dans la surexpression de I’ ActivinB et de son géne Inhbb. Tout d’abord, il
a ét¢ mis en évidence qu’une augmentation de la concentration en glucose permet la
régulation de 1’expression d’ActivinB. En effet, des stimulations d’ilots pancréatiques, isolés
de souris, avec une forte concentration en glucose, induit une surexpression de la sous-unité
BB codant I’ActivinB (Bertolino et al, 2008). De méme, sur des adipocytes 3T3-L1, une
stimulation a I'Insuline induit une augmentation de ce ligand (Hoggard et al, 2009). Enfin, le
facteur Hypoxia Inducible Factor 1o (HIF1a), impliqué dans 1’hypoxie cellulaire, a ét€ mis
en évidence dans la surexpression de I’ActivinB dans des cellules cancéreuses rénales
(Wacker et al, 2009). Ces différents mécanismes, sont des éléments importants au sein des
ilots pancréatiques et leur dérégulation dans les insulinomes pourraient €tre responsable d’une
expression du ligand. Cependant, nos propres analyses sur des lignées de cellules § n’ont pas
permis de mettre en évidence une expression de ce ligand par ces mécanismes (données non

montrées).

En revanche, son absence dans les tumeurs RipTag2, nous a suggéré le role du gene Menl
et de sa protéine Menin dans cette régulation. Menin est une protéine majoritairement
nucléaire dont la fonction principale est la régulation de la transcription de genes cibles, grace
a ses interactions avec de nombreux facteurs de transcription, comme JunD ou NF-xB
(Nuclear Factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1) (Matkar et al, 2013).
Le second rdle de Menin est la régulation épigénétique des promoteurs de certains genes
cibles, permettant de contrdler leur expression. Ainsi, il a été montré que cette protéine
intervient dans les modifications d’histones. Ces histones forment les nucléosomes,
responsable de I’enroulement de la chromatine. Leur modification par acétylation ou
méthylation permet de réguler cet enroulement et donc la condensation de I’ADN. Lors d’une

forte compaction, la chromatine n’est pas accessible aux facteurs de transcription et le géne ne
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peut étre exprimé. Dans ce processus, Menin a été impliquée principalement dans les
méthylations des marques H3K4 et H3K27, par interaction physique ou fonctionnelle avec les
effecteurs Mixed Lineage Leukemia (MLL) et Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2)

respectivement.

MII fait partie du complexe trithorax impliqué dans la méthylation de I’histone H3 sur la
lysine 4. Cette modification est une marque dite activatrice, qui permet la décondensation de
la chromatine et la régulation positive de I’expression des genes (Schuettengruber et al, 2007).
Il a ét€¢ démontré que Menin intervient dans ce complexe, grace a une interaction directe avec
Mll. En effet, dans des cellules endocrines pancréatiques tumorales, Menin se fixe au
promoteur de geénes cibles comme p27 et recrute MII, permettant la triméthylation H3K4 et
favorisant la transcription des geénes cibles (Karnik et al, 2005). Enfin, Menin est désormais
bien connu comme partenaire de M1l dans le développement de la leucémie, par modifications
épigénétiques et dérégulation des genes Homeobox (HOX) (Roudaia & Speck, 2008;
Yokoyama & Cleary, 2008).

Plus récemment, il a ét€ mis en évidence un role de Menin au sein du complexe Polycomb
repressive complex 2 (PRC2) avec les protéines Polycomb (PcG), dont Ezh2 (Gao et al,
2009). Ce complexe permet la triméthylation de la lysine 27 de I’histone H3, marques
répressives qui induisent une condensation de la chromatine et ’inhibition de la transcription
(Sauvageau & Sauvageau, 2010; Schuettengruber et al, 2007). Aucune interaction directe n’a
été démontrée a I’heure actuelle. Cependant, une publication récente suggere un grand

nombre de promoteurs occupés par Menin et Ezh2 (Gao et al, 2014a).

De facon intéressante, le géne de 1’ ActivinB, Inhbb, a été mis en évidence, dans différentes
études sur des cellules souches embryonnaires ou des fibroblastes, comme domaine bivalent
(Ku et al, 2008; Mikkelsen et al, 2007; Pan et al, 2007; Zhao et al, 2007). Ces domaines sont
des zones de promoteurs possédant a la fois les marques activatrices H3K4me3 et répressives
H3K27me3, permettant une régulation rapide de ce gene par perte d’une de ces marques.
Nous avons donc émis I’hypothése que Menin pourrait réguler Inhbb au travers de

modifications épigénétiques et de méthylations d’histones.
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B. MATERIELS ET METHODES

1. Culture cellulaire

Deux clones de Fibroblastes Embryonnaires de Souris (MEFs) et des cellules testiculaires
MAI10 et LCT10, issus d’embryons de souris sauvages (+/+) et mutantes (A/A), invalidées
pour le gene Menl, ont été utilisés pour les différentes expériences. Ces cellules sont cultivées
en milieu DMEM a 4,5g/L de glucose, complémenté avec 15% de sérum de veau feetal et de
la pénicilline/streptomycine, a 37°C et 5% de CO,. Les cellules § endocrines pMenTag sont
issues de tumeurs de souris pMenTag (Menl"";p48-Cre*;RipTag?2), invalidées pour le géne
Menl, grace a I’expression de la Cre recombinase sous le contréle du promoteur du gene
Ptfla, et exprimant I’antigéne T du SV40. Elles sont cultivées en RPMI 1640 medium (Gibco
Invitrogen) a 5,5mM de glucose supplémenté avec 20% de sérum de veau feetal, Hépes
10mM, Pyruvate ImM, mercaptoethanol 0,5mM et pénicilline/streptomycine, a 37°C et 5%
de CO,. Les cellules bTC, issues d’un insulinome murin RipTag (Efrat, 1999), sont cultivées
en milieu RPMI 1640 medium 11mM de glucose (Gibco Invitrogen) supplémenté avec 10%

de sérum de veau feetal et pénicilline/streptomycine, a 37°C et 5% de CO,.

L’invalidation de I’expression de la protéine Menin a été réalisée par ARN interférence,
grace a la co-transfection de siRNA, dirigés contre le géne Menl (Stealth RNAi™ SiRNA,
Invitrogen ; références: siMenl.2 : MSS237268 ; siMenl.3 : MSS275714) ou d’un siScramble
contrdle (Stealth RNAi™ siRNA Negative Control Med GC, Invitrogen). Pour les
transfections, les siARN et les vecteur de surexpression p3xFlag-Menl ou contrdle p3xFlag-
vide ont été transfectés dans les cellules grace au Dharmafect suivant les instructions du

fournisseur (Invitrogen).

2. Analyse transcriptomique

L’analyse transcriptomique des MEFs +/+ et A/A a été réalisée en collaboration avec le
Docteur Emelyne Dejeux et le Docteur Jorg Tost, au Centre National de Génotypage (Evry,

France).

Une extraction d’ARN a été réalisée a partir de 3.10°cellules, grace au kit RNeasy Mini kit

(Qiagen), suivant les instructions du fournisseur, avec une étape d’incubation avec de la
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DNase, pour enlever toutes traces d’ADN, ainsi que [’utilisation de colonnes de centrifugation
QIAshredder (Qiagen). L’ARN a été quantifié grace a un Nanodrop et la qualit¢ des ARNs
extraits a été évaluée sur BioAnalyzer 2100, grace au kit RNA600 Nano kit (Agilent). Les
échantillons ont été préparés avec le kit RNA Amplification kit Illumina® TotalPrep
(Illumina), suivant le protocole du fournisseur, en triplicat pour chaque lignée cellulaire.
Brievement, une transcription inverse a été réalis€ée sur 200ng d’ARN total. Les ADNs
complémentaires obtenus ont été marqués, grice a la polymérase T7 et des nucléotides
marqués avec la biotine, par une transcription in vitro, pendant 14h a 37°C. Apres
purification, 1,5ug d’ARNm ont été hybridés sur une puce a ADN "Mouse-6 v1.1" (Illumina)
pendant 17h a 58°C. La puce a été scannée sur un lecteur “Bead Array Reader 500 Gx” et le
signal fluorescent a été quantifié pour déterminer le niveau d’expression. La reproductibilité
entre les deux puces a ADN a été vérifi€e grace a des contrdles internes aux puces. Le bruit de
fond a été soustrait des données brutes, qui ont ensuite été transformées en log2. Les quantiles
ont ét€é normalisés. L’analyse de I’expression différentielle a ét€ réalisée par un modele
linéaire approprié, comparant les échantillons +/+ et A/A, grace a un test statistique t modéré

de Bayes et I’ensemble de logiciel /imma (Bioconductor) (Smyth, 2005).
3. RT-PCR et RT-PCR quantitative en temps réel

Les ARNs ont été isolés avec le kit RNeasy Mini kit Plus (Qiagen), suivant les instructions
du fournisseur et ont subi une transcription inverse (Reverse Transcription, RT), grace la
SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen), pour I’obtention d’ADNc. Les analyses de
PCR quantitatives ont été réalisées sur un systeme StepOne (Applied Biosystem), avec
utilisation du réactif SYBR-Green (Life Technologies). Les résultats de PCR ont été

normalisés avec le gene Hprt ou Thp.
4. Test luciférase

L’analyse de D’activité luciférase a été réalisée grace au kit Dual-Luciferase Reporter
Assay (Promega), 24 heures apres arrét des transfections. Les résultats sont normalisés par

rapport a I’activité de la CMV-Renilla, déterminée avec le méme kit.
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5. Western Blot

L’extraction des histones a été réalisée suivant le protocole d’Abcam. Les cellules sont
lysées dans un tampon Triton (0,5% Triton X-100 (v/v) ; 2mM phenylmethylsulfonylfluoride
(PMSF) ; 0,02% NaN, (w/v) ; PBS 1X) a 4°C pendant 10 minutes et sont ensuite centrifugées
a 2000 rotations par minutes (RPM) pendant 10minutes a 4°C sur la glace. Les culots sont
lavés dans un demi volume de tampon Triton, puis resuspendus dans de I’acide chlorhydrique
0,2N et lysés a 4°C toute la nuit. Apres centrifugation 10minutes a 2000rpm, le contenu en
protéines est déterminé par dosage avec le kit DC-assay (Biorad). Les anticorps ont été
utilis€s comme il suit: H3K27me3 (Rabbit, Cell Signalling, 1/1000); H3K4me3 (Mouse,
Abcam, 1/1000) et H3 (Rabbit, Abcam Ab1791, 1/2000).

6. Immunoprécipitation de la Chromatine (CHIP)

2.10° cellules ont été utilisées pour chaque immunoprécipitation. La chromatine reliée de
maniere covalente (« crosslinked chromatin ») a été préparée avec le kit Shearing ChIP
(Diagenode) selon les instructions du fournisseur. La chromatine a ensuite été séparée avec un

sonicateur. 20ul d’ADN ont été pris comme contrdle « Input ».

5 ug d’anticorps H3K27me3 (Diagenode C15410069) ont été incubés avec 40ul de

protéine G Dynabeads® pendant 2 heures a 4°C sur une roue.

La chromatine a ensuite été diluée 3,75 fois avec un tampon de dilution (20 mM Tris-HCl
pH8, 50 mM NaCl, 0,1% BSA) et ajoutée aux billes préincubées. Les échantillons ont été
incubés toute la nuit a 4°C sur une roue. Les complexes immuns ont été lavés deux fois avec
un tampon de lavage (20 mM Tris-HCl pHS8, 50 mM NaCl, 0,1% BSA, 0,1% SDS) et un
tampon LiCl (100mM TrisHCI pH 8 ,500mMLIiCl, 1% NP40, 1% NaDoc). Les billes ont été
resuspendues dans 70uL. de tampon Tris-EDTA et I’ARN a été dégradé, par ajout de RNase A
et incubation a 37°C pendant 30minutes. Les liaisons covalentes de I’ADN immunoprécipité
ont été supprimées par la protéinase K, incubé pendant 6 heures a 65°C et sous agitation a 950
rpm. L’ADN a été extrait avec du phénol/chloroforme/alcool isoamylique et resuspendu dans
50uL. de Tris-HCl 10mM pHS. 2ul d’ADN immunoprécipité ou 2ng d’ADN Input ont été

utilisés pour les analyses en PCR en temps réel.
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FIGURE 28: L’ABSENCE DE MENIN DANS DIFFERENTES LIGNEES CELLULAIRES CONDUIT A L’EXPRESSION D’INHBB

A. Analyse transcriptomique réalisée sur des MEFs +/+ et MEFs A/A.Le chiffre désigne la différence
d’expression entre les deux lignées. B a D. Analyse par PCR de ’expression de Menl, Inhbb, Gapdh et Hprt pour
les MEFs (B), les lignées testiculaires (C) et les cellules 3 pancréatiques pMenTag (D). Les cellules 3 endocrines
bTC sont utilisées comme contrdle pour les cellules 3. E et F. Essais luciférases réalisés sur les MEFs (E) et les bTC
(F) avec le promoteur -1542 de 1’Inhbb. La transcription du géne Menl a été inhibée par un siRNA dans les MEFs
+/+ et par deux différents siRNA (sil et si2) dans les bTC. H a I. Analyses par RT-PCR quantitative et PCR de
I’expression de Menl et Inhbb dans les MEFs +/+, A/A et A/A ou Menl est réexprimé. Moyenne + SEM. Test t de
student ; ¥*=p<0.1 ; **=p<0.01 ; ***=p<0.001.
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C. RESULTATS

1. L’absence de Menin dans différentes lignées cellulaires conduit a I’expression du
gene Inhbb

Nos études précédentes sur la tumorigenese des insulinomes invalidés pour le gene Menl,
nous ont permis de mettre en évidence une surexpression du ligand ActivinB dans les cellules
B tumorales. L’absence de ce ligand dans les lésions tumorales RipTag2 suggerent un lien
entre la perte de Menin et I’expression d’ActivinB. Pour étudier ce lien, nous avons tout
d’abord utilisé des MEFs, issus d’embryons de souris invalidées (MEFs A/A) ou sauvages
(MEFs +/+) pour le gene Menl. Une analyse transcriptomique sur ces cellules a montré une
augmentation de plus de 3 fois de I’expression du gene Inhbb dans les cellules sans Menin
(Figure 28A). De plus, nous avons pu valider cette observation par amplification génique par
PCR (Figure 28B). Nous avons ensuite confirmé I’implication de Menin dans I’expression
d’Inhbb dans d’autres lignées cellulaires : des cellules testiculaires sauvages (MA10) ou
invalidées pour Menl (LCT10) et des cellules  pancréatiques tumorales issues de souris
pMenTag (Menl"";p48-Cre*;RipTag2), invalidées pour le géne Menl, grace a I’expression de
la Cre recombinase sous le contrdle du promoteur du géne Ptfla, et exprimant I’antigene T du
SV40. Au sein de ces cellules, nous avons pu mettre en évidence la présence du transcrit

Inhbb uniquement dans les cellules ayant perdu Menin (Figure 28C,D)

Afin de valider le réle de Menin dans 1’expression d’Inhbb, le gene Menl a été invalidé
dans les MEFs +/+ et une lignée de cellules § bTC par une approche d’ARN interférence, en
combinaison avec un essai rapporteur luciférase, basé sur le promoteur -1542 du gene Inhbb.
L’invalidation de Menl dans ces cellules conduit a une augmentation, bien que faible, de
’activité du promoteur du gene Inhbb (Figure 28E.F). De plus, lorsque 1’on réexprime le gene
Menl dans les MEFs A/A, I’expression d’Inhbb est diminuée. Ceci suggere un lien direct entre

I’absence de Menin et I’expression du gene Inhbb (Figure 28G,H,I).
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FIGURE 29: L’EXPRESSION D’INHBB EST REGULEE PAR DES MODIFICATIONS DES MARQUES H3K27ME3 A SON

PROMOTEUR, GRACE A MENIN

A. Expression des marques H3K27me3 dans les MEFs +/+ et A/A et les cellules pMenTag L1S et L5.La
détection de I’histone H3 sert de controle de dépot. Le graphique représente la quantité de marques H3K27me3
en comparaison a la quantité en histone total H3 dans les MEFs, dans 5 expériences différentes. Moyenne +
SEM. Test t-student : *=p<0.1. B. Analyses par CHIP-PCR de la présence des marques H3K27me3 sur le
promoteur de I’Inhbb dans les MEFs +/+ et A/A. L’analyse du promoteur de Gapdh sert de contréle interne.

L’Input est le contrdle anticorps d’immunoprécipitation.
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2. Menin inhibe la transcription du gene Inhbb, grace a la triméthylation H3K27 sur

son promoteur

Comme précisé dans I’introduction, le géne Inhbb est un gene développemental, qui est sujet
aux modifications épigénétiques. Connaissant le rdle de Menin dans les régulations
épigénétiques, nous avons étudié l'implication de cette protéine dans les modifications
d’histones sur le promoteur de 1’'/[nhbb dans les MEFs, mais également dans les lignées
pMenTag L1S et LS. Nous avons tout d’abord analysé la présence des marques H3K27me3
dans ces cellules. De facon surprenante, nous avons trouvé une perte des marques H3K27me3
dans les cellules en absence de Menin, que ce soit les MEFs ou les cellules pMenTag (Figure
29A). Pour aller plus loin sur I’étude de la régulation d’I/nhbb, nous avons réalisé sur les
MEFs des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (CHIP) avec un anticorps
ciblant H3K27me3, suivi d’'une PCR du promoteur d’/nhbb. Nous avons pu mettre en
évidence une forte diminution de ces marques dans les MEFs A/A au niveau du promoteur du
gene Inhbb, en comparaison aux MEFs +/+ (Figure 29B). Ainsi, Menin est important dans la
triméthylation H3K27 en particulier pour le promoteur de 1’/nhbb. La perte de Menin et donc

de ces marques inhibitrices dans les cellules pourrait permettre 1’expression du gene.

D. CONCLUSION

Ces travaux, bien qu’en cours de réalisation, nous ont permis dors et déja de pointer la
fonction de Menin dans la régulation du gene Inhbb. Cette fonction est liée au role de Menin
dans les régulations épigénétiques et les méthylations d’histones. Nos résultats suggerent
notamment un rdle important et nouveau de Menin dans la mise en place des marques
H3K27me3, en particulier au niveau du promoteur du gene Inhbb. En absence de Menin, les
marques inhibitrices seraient perdues et le géne pourrait étre exprimé. Le mécanisme exact

reste a étre déterminé.

Manuscrit en préparation : « Menin regulates Inhbb expression through histone

modification.”

Ripoche Doriane, Gherardi Samuele, Cordier-Bussat Martine, Goehrig Delphine, Cyril

Cuenin, Chang X. Zhang and Philippe Bertolino.
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A. TNEPS ET PLASTICITE CELLULAIRE

Mes travaux de theése ont permis de pointer le role de la plasticité cellulaire dans
I’hétérogénéité tumorale des TNEPs, mais également que les processus sont différents entre

les modeles murins d’insulinomes fMenl et RipTag2.

1. Modéele BMenl

Dans le premier modele étudié, le modele BMenl, nous avons mis en évidence une
plasticité cellulaire des cellules tumorales 8, avec un changement de nature au cours de la

progression tumorale (Figure 30).

De fagon contradictoire, Li et coll. ont publié des travaux récents démontrant une
transdifférenciation des cellules § tumorales Menl en cellules o (Li et al, 2015). Leurs
résultats suggerent le développement de glucagonomes, dus a une transdifférenciation de
cellules 3 ayant perdu Menl, dans quelques souris a partir de 15 mois, montrant une glycémie
et glucagonémie augmentées. Ces auteurs n’ont cependant pas réalisé de tracage cellulaire et
d’immunomarquage pour la protéine Menin, afin d’étudier 'origine de leurs cellules o
tumorales. De plus, leurs données ne montrent pas clairement de mécanisme de conversion
cellulaire. En effet, leurs immunofluorescences, ciblant I’Insuline et le Glucagon, ne
présentent pas de réelle co-expression des hormones et aucun marquage des facteurs de
transcription, essentiels a 1’identité o, comme Arx ou MafB, n’a été réalisé pour valider ce
processus. Enfin, nos analyses par immunomarquages du Glucagon ne nous ont pas permis de
mettre en évidence de glucagonomes chez ces souris aux stades tardifs de tumorigenese. A
I’inverse, elles ont révélé un tres faible nombre de cellules o par section, dii a la masse
importante de cellules B (données non montrées). Ainsi, nos propres données exclues la
présence de glucagonomes chez ces souris et de la méme maniere un mécanisme de

transdifférenciation.
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FIGURE 30: DIFFERENTS MECANISMES DE PLASTICITE CELLULAIRE CONDUISANT AU DEVELOPPEMENT DES

TNEPS DANS LES MODELES MURINS BMENI ET RIPTAG2

Dans le modele pMenl, I’hétérogénéité tumorale prend place, griace a I’expression d’ActivinB, qui induit une
dédifférenication de cellules § tumorales. Dans le modele RipTag2, développant des insulinomes et des tumeurs
peu différenciées, deux hypotheses peuvent expliquer le développement des PDIC : un retour de cellules
pancréatiques différenciées a un état plus immature ou une origine cellulaire non pancréatique, due a la fuite de

I’antigéne T (détaillé en partie A de la Discussion).
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2. Modele RipTag2

Dans le modele RipTag2, nos résultats, en complément de ceux de Hunter et coll.,
indiquent que les carcinomes peu différenci€s invasifs ou PDIC ne présentent aucune
caractéristique de cellules pancréatiques matures, endocrines, duct