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RESUME

Les tissus exocrine et endocrine du pancréas sont respectivement impliqués dans la
digestion alimentaire et le contrble de la glycémie. Cette diversité fonctionnelle
repose sur des facteurs transcriptionnels et épigénétiques qui assurent une
régulation coordonnée de l'identité et de la fonction des cellules. La dérégulation de
ces facteurs est potentiellement pathologique. Le cancer du pancréas est
classiquement initi€¢ par des métaplasie acinaires, et le diabéte est lié a une
diminution ou une perte de cellules  fonctionnelles. Ma these vise a identifier et a
caractériser des régulateurs de I'homéostasie et de la fonction des cellules du
pancréas.

Notre équipe a précédemment démontré le rbéle du facteur de transcription Hnf1b
dans le développement du pancréas. Son réle post-natal n’était, jusqu’a présent, pas
documenté. Bien qu’aprés la naissance l'expression pancréatique de Hnf1b soit
limitée a [I'épithélium canalaire, son inactivation post-natale a de larges
conséquences sur l'ensemble du compartiment exocrine. Les souris mutantes
Sox9-CreFR;Hnf1b™ présentent d'importants défauts canalaires et développent une
pancréatite associée a des néoplasies intra-épithéliales.

La pathologie MODY5 (Maturity Onset Diabetes of The Young 5) est liee a des
mutations hétérozygotes de HNF1B. Nous avons analysé le phénotype pancréatique
du premier modéle murin de MODYS (PMHnNf1b) généré par insertion d’'une mutation
humaine chez la souris. Similairement aux patients MODY5, ces souris sont
intolérantes au glucose. Leur contenu pancréatique en insuline est fortement
diminué. Elles présentent une réduction du volume total des gros ilots et des cellules
B. Des analyses embryonnaires ont révélé une diminution de I'expression du
marqueur pro-endocrine Ngn3 suggérant une étiologie développementale. Sur le
plan exocrine, les souris PMHNnf1b développent une pancréatite, en concordance
avec les défauts acinaires observés chez patients MODYS5.

Des études antérieures menées par notre équipe ont révélé le role essentiel de
facteurs épigénétiques, les HDAC de classe |, dans le développement du pancréas.
Basés sur I'analogie des voies qui régulent le développement et la régénération du
pancréas, nous nous sommes interrogés sur le role des HDAC dans la régénération
pancréatique. L’inactivation de HDAC3 sensibilise le tissu acinaire a I'inflammation et
abroge sa régénération.

Nos études dévoilent lI'implication de nouveaux mécanismes moléculaires dans la
survenue de la pancréatite, du cancer du pancréas et du diabéte. Ces données
pourraient contribuer a l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques pour le
traitement ou la prévention des pathologies du pancréas.
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INTRODUCTION



|. Le pancréas
A. Développement embryonnaire du pancréas murin

1. Mise en place du territoire présomptif du pancréas

Le pancréas est un tissu d’origine endodermique. Suite a la gastrulation, la mise en
place de I'axe antéro-postérieur (A-P) de 'endoderme s’effectue sous le contréle de
signaux qui proviennent du mésoderme adjacent (Figure 1). Parmi les molécules
impliquées, Fibroblast Growth Factor 4 (FGF4) inhibe I'expression des facteurs de
transcription pro-antérieurs Nkx2.1 et Hhex selon un gradient de concentration
croissant le long de l'axe A-P. De facon similaire, les voies Wnt et Bone
Morphogenetic Protein (BMP) induites par le mésoderme envoient des signaux pro-
antérieurs vers l'endoderme (Pan and Wright, 2011). Ainsi, progressivement,
'endoderme se régionalise et des territoires aux profils d'expression génique
distincts se mettent en place. L’endoderme se nomme alors intestin primitif et
s’organise en trois régions (Zorn and Wells, 2009) :

- lintestin antérieur (foregut), qui exprime notamment Hhex, Nkx2.1 et Sox2

- lintestin moyen (midgut), qui exprime notamment Pdx7 (c6té antérieur)

- lintestin postérieur (hindgut), qui exprime notamment Cdx

Chez la souris, a E8.5, sous linfluence du mésenchyme environnant, l'intestin
antérieur se régionalise et amorce la mise en place des territoires présomptifs des
organes respiratoire et digestif (cesophage, poumons, thyroide, estomac, pancréas,
etc.). Chez I'Homme, des malformations congénitales peuvent se manifester
simultanément dans tous ces organes, apportant la preuve clinique de leur origine
commune. Les intestins médian et postérieur, quant a eux, formeront respectivement

l'intestin gréle et le célon (Zorn and Wells, 2009).

A E8.5, le territoire présomptif du pancréas prend donc la forme d’une monocouche
de cellules épithéliales localisée sur la partie antérieure de I'intestin primitif moyen.
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Figure 1 : Mise en place de I’axe antério-postérieur de I’endoderme.

2. Formation du pancréas primitif

Le pancréas émerge de l'intestin primitif sous la forme d’'un bourgeon ventral et d’'un
bourgeon dorsal, tous deux induits par des structures mésodermiques différentes.
Ces deux bourgeons proviennent d’'une évagination puis stratification localisées de la
monocouche épithéliale. lls sont constitués de cellules progénitrices multipotentes a

I'origine des futures cellules fonctionnelles du pancréas.

Le bourgeon dorsal apparait a E9.5. |l est induit par des signaux qui proviennent de
la notochorde adjacente. L’ablation de la notochorde dans des explants
embryonnaires de poulets perturbe le développement du bourgeon dorsal. Activine et
Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2), deux molécules sécrétées par la notochorde,
inhibent la voie Sonic Hedgehog (SHH) permettant alors I'expression de Pdx1, géne
indispensable au développement du pancréas (Hebrok et al., 1998).

Le bourgeon ventral apparait & E10. A ce stade, I'endoderme ventral est au
voisinage direct du mésoderme cardiaque qui envoie des signaux impliqués dans le
développement précoce de plusieurs organes. Le mésoderme cardiaque sécréte des
FGFs dont les effets sur 'endoderme ventral sont dose-dépendants. En mettant en
culture des explants d’endoderme de souris, une équipe américaine a montré qu’une
concentration élevée en FGF active l'expression de Nkx2.1, induisant les
progéniteurs pulmonaires (Serls et al., 2005). Une dose moindre de FGFs active
I'expression d’Albumine et induit les progéniteurs hépatiques. En I'absence de FGFs,



'endoderme ventral exprime Pdx7. Ce résultat montre que le programme de

développement pancréatique s’exprime par défaut dans 'endoderme ventral.

Moins documentés, plusieurs facteurs épigénétiques jouent pourtant un role
important dans I'émergence des bourgeons pancréatiques. Par exemple, au niveau
de 'endoderme ventral, la méthyltransférase Ezh2 inhibe I'expression de Pdx7 dans
les territoires adjacents au bourgeon pancréatique. Chez la souris, de multiples
bourgeons pancréatiques ventraux apparaissent suite a la délétion de Ezh2, au
détriment du bourgeon hépatique dont la taille est alors diminuée (Xu et al., 2011).

Outre Pdx1, de nombreux facteurs de transcription sont impliqués dans I'émergence
et le maintien des deux bourgeons pancréatiques, tels que Ptf1a, Sox9 et Nkx6.1.
Chez la souris, l'inactivation de chacun de leur géne provoque une diminution du
pool de progéniteurs pancréatiques (Kawaguchi et al., 2002; Seymour et al., 2007).
Plus tardivement, Ptf1a est requis pour la différenciation du tissu acinaire tandis que

Sox9 se restreint aux cellules canalaires (Seymour, 2014).

Les bourgeons pancréatiques regoivent également des signaux du mésenchyme
environnant qui sécréte FGF10 et stimule la prolifération des progéniteurs tout en les
maintenant dans un état indifférencié par la voie Notch (Hart et al., 2003). Cette
phase de prolifération, qui s’étend de E9.5 a E12.5, est dénommée transition
primaire. Elle précéde la transition secondaire qui débute vers E13.5 avec les

premiers événements de différenciation des progéniteurs.

3. Spécifications endocrine et exocrine

Dés E11.5, la rotation de [lintestin primitif rapproche les deux bourgeons
pancréatiques qui fusionnent a E12.5. Parallélement, les cellules épithéliales des
bourgeons s’arborisent pour former a E14.5 un unique tronc central duquel se
déploient de nombreuses branches. Lors de ce processus d’arborisation, les cellules
épithéliales s’organisent autour de microlumiéres disséminées dans I'ensemble du
tissu. Ce mécanisme, dénommé tubulogenése, aboutit a la formation d'un réseau
complexe de canaux qui convergent vers un unique canal principal, constituant le

futur compartiment canalaire du pancréas (Pan and Wright, 2011).



Ces mouvements cellulaires jouent un rdle important dans la mise en place des
progéniteurs acinaires et endocrines, les deux autres types cellulaires du pancréas.
Vers E12, le bourgeon épithélial se régionalise avec la mise en place de territoires
aux profils d’expression distincts (Kopp et al., 2011) (Figure 2) :

- les cellules a I'apex des branches expriment notamment Carboxypeptidase A
(CPA), Ptf1a et Pdx1. Multipotentes jusqu'a E13, elles forment par la suite les
progéniteurs acinaires.

- les cellules du tronc expriment notamment Sox9, Hnf1p3, Nkx6.1 et Pdx1. Ce

sont les progéniteurs endocrines et canalaires, ils sont qualifiés de bipotents.

Cette ségrégation apex/tronc est principalement régulée par la voie Notch dont
I'activation au niveau du tronc favorise I'expression de Nkx6.1, inhibant Ptf1a qui se
restreint a 'apex (Afelik and Jensen, 2013; Schaffer et al., 2010).

CPA, Ptfla, Pdx1

--->
Cellule @
/, Glucagon
- Cellule B
e
Notch _ = =W Insuline
l Progéniteur endocrine - ---+
N
-, Ngn3 ~<
e = NA
Tronc s
So N
Sox9, Hnf1p, ~~ u

Nkx6.1,Pdx1 A

Figure 2 : Arborisation et spécifications cellulaires du bourgeon pancréatique.

a. Spécification endocrine

i. Engagement dans le lignage endocrine

Les progéniteurs bipotents peuvent se différencier en cellules endocrines ou
canalaires. Le destin endocrine est dicté par I'expression transitoire de Neurogenin3
(Ngn3) vers E14.5. Des expériences de lignage cellulaire chez des souris Ngn3-

CreR ont démontré que tous les sous-types de cellules endocrines proviennent de
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progéniteurs Ngn3* (Gu et al., 2002). En outre, le pancréas des souris Ngn3" est

dépourvu de cellules endocrines (Gradwohl et al., 2000).

La raison pour laquelle seules quelques cellules parmi les progéniteurs bipotents
expriment Ngn3 n’est aujourd’hui pas totalement comprise. Le modéle d’inhibition
latérale, qui repose sur la voie Notch, permet néanmoins d’en avoir une explication
partielle (Figure 3) (Afelik and Jensen, 2013) :

- Ngn3 induit I'expression du ligand de la voie Notch, DIl1.

- DIIM induit I'expression des génes cibles de Notch tel Hes? chez les cellules

voisines.

- Hes1 réprime la différenciation endocrine en inhibant Ngn3.
Ce modéle permet donc de limiter le nombre de progéniteurs bipotents qui expriment
Ngn3 et qui formeront les cellules endocrines. Chez la souris, l'inactivation de la voie
Notch induit une différenciation endocrine prématurée et excessive qui conduit a une

hypoplasie pancréatique (Jensen et al., 2000).

Progéniteur endocrine Progéniteur canalaire
Cellule émettrice Cellule réceptrice

) (2 )
n3 Ngn3

L Ligand
e ]
Notch | -eseees .

Récepteur Gene cible
NOTCH OFF NOTCH ON

Figure 3 : Modéle d’inhibition latérale par la voie Notch.
L’activation de la voie Notch permet limiter le nombre de progéniteurs endocrines parmi les
progéniteurs bipotents.

L’activation de Ngn3 est quant a elle régulée par différents facteurs de transcription.

Hnf1B, Hnf3 et Hnf6 sont tous trois capables de se lier a la séquence promotrice de



Ngn3 pour en activer la transcription (De Vas et al., 2015; Lee et al., 2001;
Jacquemin et al., 2000). Des facteurs épigénétiques sont également impliqués dans
la régulation positive de Ngn3. L’inactivation conditionnelle de Dicer, géne essentiel a
la formation des microARN, dans les progéniteurs pancréatiques multipotents, induit
une perte massive de cellules endocrines attribuée a une réduction du nombre de
cellules Ngn3* (Lynn et al., 2007).

ii. Différenciation des sous-types cellulaires

Les progéniteurs Ngn3" initient rapidement I'expression de nombreux facteurs de
transcription dont le maintien ou la perte orienteront les cellules vers I'un des cinq
lignages endocrines : o, B, 8, € ou PP (polypeptide pancréatique). Par exemple,
NeuroD1, cible directe de Ngn3, active Pax6 dont le maintien sera déterminant dans
I'orientation a-cellulaire (Gosmain et al., 2010). NeuroD1 interviendra également plus
tard, lors de la maturation des cellules B, aux cotés de Pdx1, MafA et Nkx2.2 (Gu et
al., 2010; Bastidas-Ponce et al., 2017; Doyle and Sussel, 2007).

Les facteurs de transcription Arx et Pax4 orientent les progéniteurs endocrines vers
les lignages a/PP et B/& respectivement. Les souris Pax4” sont dépourvues de
cellules B et o, remplacées par des cellules o, et meurent d’hyperglycémie a P2. Les
souris Arx”™ ont un phénotype opposé. Leur pancréas est amoindri en cellules a,
remplacées par des cellules B et d, entrainant une hypoglycémie létale a P2. Des
expériences d'immunoprécipitation de chromatine (ChlP) ont démontré que Arx est
capable de se lier a la séquence promotrice de Pax4, et réciproquement, révélant
une boucle de régulation entre les deux facteurs de transcription qui s’inhibent
mutuellement (Courtney et al.,, 2014). Des facteurs épigénétiques sont impliqués
dans la balance Arx/Pax4. L’inhibition ex vivo de HDAC (Histone désacétylases) de
classe lla (HDAC4, -5 et -9) favorise l'expression de Pax4, induisant une

augmentation du nombre de cellules B et 5 (Lenoir et al., 2011).

Enfin, les cellules ¢ apparaissent via une branche indépendante de la boucle
Arx/Pax4 (Heller et al., 2005). Les facteurs qui influencent leur différenciation sont
peu connus. Par lignage cellulaire, une étude de 2012 a montré que les cellules ¢

constituent des progéniteurs a, PP ou B (Arnes et al., 2012).



La figure 4 schématise les principales étapes du développement des sous-types

endocrines du pancréas.

Pax6

Arx —

Ngn3 NeuroD1 Pax6

€
/ \ Pax4 — B
| NeuroD1
PP a B

Pdx1
MafA

Figure 4 : Différenciation des cellules endocrines du pancréas au cours du développement.

iii. Morphogenese des flots

Comme évoqué précédemment, les progeéniteurs endocrines sont d’abord localisés
dans I'épithélium du pancréas en formation. Or, chez I'adulte, les cellules endocrines
sont regroupées sous forme d’ilots de Langerhans qui sont physiquement dissociées
du réseau de canaux pancréatiques. Au cours du développement du pancréas, les
cellules endocrines se deétachent de I'épithélium pour se regrouper et coloniser
'ensemble du mésenchyme pancréatique. Ce processus, qui intervient dans le
développement de nombreux organes, porte le nom de transition épithélium-

mésenchyme (EMT).

Les cellules en EMT perdent progressivement leurs marqueurs épithéliaux au profit
de marqueurs mésenchymateux de fagon a acquérir la capacité de migrer hors de
leur compartiment d’origine. Ce phénoméne s’observe facilement dans le pancréas
murin vers E15.5, ou les cellules Ngn3" co-expriment le marqueur épithélial E-
cadhérine et le marqueur mésenchymateux Vimentine (Chiang and Melton, 2003).



Ngn3 induit I'expression de Snail2, protéine clé du processus de EMT. Snail2 inhibe
alors I'expression de E-Cadhérine, protéine transmembranaire qui participe aux
jonctions intercellulaires de I'épithélium. La perte de E-Cadhérine est suffisante a la
délamination des cellules Ngn3™ qui pourront alors se détacher de I'épithélium
pancréatique (Gouzi et al., 2011) (Figure 5).

Figure 5. Morphogenése des ilots de Langerhans et transition épithélium-mésenchyme.
Extrait de (Rukstalis and Habener, 2007).
A. A E15.5, les progéniteurs endocrines Ngn3" sont inclus dans I'épithélium TCF2* (HNF1B"). Ngn3
induisant Snail2, les deux protéines sont colocalisées (fleches noires).
B. A E17.5, FTEMT progresse, les cellules Snail2” perdent I'expression de E-Cadhérine et migrent hors
de I'épithélium pour former les flots de Langerhans (fleches blanches). Les cellules épithéliales,
regroupées autour des lumieres tubulaires, continuent a exprimer E-Cadhérine (pointillés blancs).

Les processus qui régulent la migration et le regroupement des cellules endocrines
sous forme d’ilots sont encore tres peu documentés. Les ilots embryonnaires de
souris EGFR’™ ne parviennent pas a s’éloigner de I'épithélium pancréatique, ce qui
démontre un réle de cette voie dans la migration des ilots (Miettinen et al., 2000).
Les métalloprotéinases matricielles (MMP) sont des protéines impliquées dans le

remodelage de la matrice extracellulaire. L'expression des MMP est notamment



régulée par les ligands de la voie EGFR. L’'activit¢ des MMP dans les pancréas
EGFR™ est réduite, ce qui pourrait expliquer phénotype observé (Miettinen et al.,
2000).

En fin de gestation, les ilots s’innervent et se vascularisent, facilitant leur role de
régulateurs de la glycémie. Chez la souris, les cellules 3 occupent alors le centre des
ilots tandis que les autres types cellulaires sont localisés en périphérie. Chez
'Homme, la localisation des cellules au sein des ilots a longtemps été jugée
hétérogéne. Une étude de 2010 a analyseé la répartition tridimensionnelle des cellules
endocrines au sein d’ilots humains provenant de 21 donneurs. Les petits ilots
humains présenteraient une architecture identique aux filots murins. Les gros filots
humains auraient la méme structure, mais moins lisible : pour faciliter leurs
interactions avec la circulation sanguine, les cellules a vont préférentiellement au
contact des vaisseaux sanguins qui s’infiltrent profondément dans les ilots, donnant
ainsi I'impression de mixité cellulaire (Bosco et al., 2010) (Figure 6).
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Figure 6 : Modéle d’organisations endocrine et vasculaire des ilots de Langerhans humains.
Extrait de (Bosco et al., 2010).
Les cellules o (vert) occupent majoritairement la périphérie de I'llot. Elles sont en contact avec la paroi
des vaisseaux sanguins (bleu) qui s’insinuent au cceur de I'ilot. Les cellules B (rouge) sont localisées
au centre de I'llot. Elles présentent, pour la plupart, une extension cytoplasmique qui s’infiltre entre les
cellules a pour atteindre les parois vasculaires.

b. Spécification canalaire

Motivées par [l'espoir thérapeutique d'une synthése p-cellulaire in vitro, les
recherches menées sur la spécification endocrine ont généré un grand nombre de
données. La spécification et 'homéostasie des cellules canalaires ont fait preuve de
beaucoup moins d’attention, bien qu’'impliquées dans des maladies graves telles que
la pancréatite (inflammation du pancréas) et le cancer du pancréas. Les cellules
canalaires proviennent du tronc bipotent de [I'épithélium pancréatique. La
différenciation des cellules canalaires est concomitante a celle des cellules
endocrines. L’étude du développement des cellules canalaires est rendue difficile par
'absence de marqueur spécifique des cellules canalaires matures. En effet,

I'expression de nombreux facteurs de transcription initialement caractéristiques du
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tronc épithélial bipotent (Hnf6, Hnf1p, Sox9, Glis3) est maintenue dans les cellules
canalaires finales. Par conséquent, délimiter la contribution de chaque facteur dans
la différenciation ou dans I'homéostasie des cellules canalaires est délicate.
L'inactivation embryonnaire et pancréatique de Hnf6, Hnf1[, Sox9 ou Glis3 induit des
altérations canalaires telles que des canaux kystiques et une perte du cil primaire
(Pierreux et al., 2006; De Vas et al., 2015; Shih et al., 2012; Kang et al., 2009).

Cil primaire

Le cil primaire est une extension de la cellule canalaire qui se projette dans la
lumiére tubulaire. Un cil est dit primaire lorsqu’il n’est pas motile. Les cils primaires
sont constitués de neuf doublets de microtubules périphériques. Les cils motiles ont
un doublet additionnel en leur centre. Les cils motiles permettent la mise en
mouvement des fluides. On les retrouve notamment dans les poumons, ou ils font
circuler le mucus. Les cellules animales ont toutes en commun la présence d’'un cil
primaire, a I'exception des hépatocytes, des cellules acinaires pancréatiques et des
cellules d’origine myéloide et lymphoide (dilorio et al., 2014). Dans le pancréas, on
les trouve donc au niveau des cellules canalaires et des cellules endocrines. Les cils
primaires ont longtemps été considérés comme des organelles sans fonction

particuliere, vestiges du développement.

L’importance du cil primaire a été mise en évidence au début des années 2000, avec
'émergence des techniques de transgenése animale. La lignée murine mutante
Tg737, hypomorphe pour une sous-unité du cil primaire, meurt rapidement apres la
naissance de polykystose rénale, démontrant un réle essentiel du cil primaire dans le

développement du rein (Pazour et al., 2000).

L’analyse de patients humains atteints de polykystose rénale (Polycystic Kidney
Disease ou PKD) combinée aux études d’inactivation génique chez I'animal modele
ont par la suite révélé que la plupart des mutations responsables de la kystogenese
rénale sont localisées sur des genes qui codent pour des protéines du cil primaire.
Ces génes du cil primaire sont donc communément appelés génes kystiques (cystic
disease genes) (Pierreux et al., 2006). Au niveau du pancréas, la présence de kystes
est avérée dans environ 10% des cas de polykystose rénale, suggérant une étiologie
commune (Cano et al., 2006).
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Aujourd’hui, il est établi que le cil primaire est essentiel a la régulation de
nombreuses voies de signalisation et qu’il peut agir comme récepteur des variations
biophysiques et biochimiques de I'environnement extracellulaire. Néanmoins, son
réle dans le pancréas n’est pas totalement compris. Les récentes études menées sur
le cil primaire du pancréas indiquent que sa fonction est essentielle a 'organogeneése

pancréatique.

Chez la souris, I'inactivation de Kif3a, protéine indispensable a la ciliogenése, dans
les progéniteurs pancréatiques Pdx1", induit de sévéres anomalies du pancréas
exocrine : canaux kystiques, fibrose, lipomatose et métaplasie acino-canalaire (ADM,
acinar-to-ductal metaplasia). L'ADM désigne un processus au cours duquel les
cellules acinaires perdent I'expression des génes qui leur sont spécifiques et
adoptent un profil d’expression canalaire, avec dilatation de la lumiere acinaire
(Figure 7). Au niveau endocrine, I'absence de cils primaires ne semble pas avoir
d’effet (Cano et al., 2006).

urs canalaires

o N o Nay
o8 bd

Cellules acinaires Structure transitoire Cellules de
type canalaire

Marqueurs acinaires

Amylase / Sox9

Figure 7 : Métaplasie acino-canalaire (ADM).
Dilatation de la lumiére acinaire et perte des marqueurs acinaires au profit de marqueurs canalaires.
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Les pancréas des souris Hnf6" et Pdx1-Cre;Hnf1b" présentent des anomalies
exocrines similaires aux mutants Kif3a, ainsi qu'une expression réduite de genes
kystiques et une absence de cils primaires. Ces résultats démontrent que Hnf6 et
Hnf1B jouent un réle important dans la formation et/ou 'homéostasie des cils

pancréatiques (Pierreux et al., 2006; De Vas et al., 2015) .

Morphologie finale

L’arborisation et la tubulogenése de [I'épithélium pancréatique embryonnaire
permettent la mise en place du réseau canalaire du pancréas. Chaque canal est
constitué d’'une monocouche de cellules épithéliales cuboides organisées autour
d’'une lumiére commune. Ayant pour réle d’acheminer les sécrétions de I'ensemble
des acini du pancréas vers l'intestin, les canaux forment un réseau ramifié trés
élaboré, illustré dans la figure 8. Les cellules centro-acinaires (A) sont localisées a
l'interface entre les acini et les canaux intercalaires (B), premiers canaux a recevoir
les sécrétions acinaires. Les sécrétions des canaux intercalaires se déversent dans
les canaux intralobulaires, dans les canaux interlobulaires (C), et enfin dans le canal
principal ou canal de Wirsung (D), le diameétre canalaire s’élargissant en se

rapprochant du canal principal.
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centroacinaires Canal
intralobulaire
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intercalaire
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Canal de Wirsung
Canal principal
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Ptf1a, Gata4, Hnf6,
Mist1, Nr5a2 Hnf1b,

Sox9,
Foxa2

Figure 8 : Organisation du réseau canalaire pancréatique.
Barre d’échelle : 10um.
Adapté de (Reichert and Rustgi, 2011).

c. Spécification acinaire

A E13.5, l'apparition des premiéres cellules Ptf1a'NKX6.1" & 'apex des branches
épithéliales marque le début de la spécification acinaire. Ptf1a est essentiel a cette
étape, comme démontré par I'absence totale de cellules acinaire chez les mutants
Ptf1a™ (Krapp et al., 1998). Lors de la transition primaire, Ptf1a forme avec E2A et
Rbp-Jk un complexe transcriptionnel essentiel au développement du bourgeon
pancréatique (Apelqvist et al., 1999; Beres et al.,, 2006). Vers E13.5, Ptf1a
s’accumule a I'apex des branches épithéliales. Le microARN miR-18a jouerait un réle
important dans cette régionalisation (Yang et al., 2012). Ptf1a active alors la
transcription de Rbp-J;, paralogue de Rbp-Jk qu’il remplace au sein du complexe de
transcription. Le nouveau complexe formé change de profil transcriptionnel et induit
'expression des genes spécifiques aux cellules acinaires (Amylase, Elastase 1/2,
CPA, Trypsine...) (Masui et al., 2007, 2010).
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Nr5a2 est également un acteur majeur de la spécification acinaire. Cible supposée
de Pdx1, il est exprimé dans I'ensemble du bourgeon pancréatique lors de la
transition primaire. A la fin de celle-ci, il se restreint & I'apex des branches
épithéliales et active directement les expressions de Ptfla, Rbp-J. et GATA4, tout en
stimulant sa propre expression (Hale et al., 2014). Nr5a2 active également
I'expression des proenzymes acinaires et des genes impliqués dans la sécrétion des
acini. Enfin, Nr5a2 joue un réle important dans la prolifération des cellules acinaires
qu’il stimule en induisant I'expression de cyclin-D1, cyclin-E1 et c-Myc (Benod et al.,
2011; Botrugno et al., 2004).

Suite a l'inactivation de Nrba2 dans les progéniteurs pancréatiques multipotents,
I'expression de Mist1 diminue (Hale et al., 2014). Mist1 régule la polarité des cellules
acinaires et participe a la communication intercellulaire en régulant I'expression de
connexin32, sous-unité des jonctions communicantes (Pin et al., 2001; Rukstalis et

al., 2003). Le pancréas des souris Mist1<®

présente de graves altérations acinaires,
liées en partie a l'activation intracellulaire des proenzymes digestives (Pin et al.,

2001).

De récentes études ont démontré l'implication de la voie Hippo/YAP dans le
développement et 'homéostasie du pancréas exocrine. L’'activation de la voie Hippo
induit la phosphorylation de la protéine YAP puis sa dégradation cytoplasmique.
Lorsqu’elle n’est pas phosphorylée, la protéine YAP est adressée au noyau ou elle
active la transcription de ses génes cibles (Figure 9). Chez la souris, les inactivations
pancréatiques de Mst1 et  Mst2, kinases responsables de Ia
phosphorylation/dégradation de YAP, induisent une ADM (George et al., 2012; Gao
et al., 2013).
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Hippo ON Hippo OFF

Cytoplasme Cytoplasme

° —> Dégradation

Figure 9 : Voie de signalisation Hippo/YAP.
Quand la voie Hippo est active, YAP est phosphorylé dans le cytoplasme pour y étre dégradé. Le
complexe TEAD-VGL4 inhibe alors la transcription des génes cibles. Quand Hippo est inactive, YAP
non phosphorylé est transloqué au noyau ou il déplace VGL4 et forme avec TEAD un complexe qui
active la transcription des génes cibles.

La cause de 'ADM des mutants Mst1/2 est débattue :

- L’équipe de N. M. George suggére qu’elle provient des canaux, dont l'intégrité
serait altérée suite a I'inactivation de la voie Hippo. Les acini déverseraient
alors leur contenu enzymatique dans le tissu pancréatique, provoquant
nécrose et inflammation (George et al., 2012).

- L’équipe de T. Gao suggeére qu’elle provient des acini, dont la perte d’identité
serait une conséquence directe de l'inactivation de la voie Hippo (Gao et al.,
2013).
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Mal régulée, ou induite de fagon non appropriée, 'ADM est délétere pour le
pancréas. Néanmoins, ce processus physiologique tient un réle important dans

I’homéostasie des cellules acinaires.

Homéostasie et régénération des cellules acinaires

Aprés la naissance, le maintien de l'identité des différents sous-types cellulaires est
primordial au bon fonctionnement du pancréas. Le développement et 'homéostasie
des cellules du pancréas ont en commun de nombreuses voies de signalisation. Par
ailleurs, en cas de lésion, ces mémes voies sont mises a contribution pour assurer la
régénération de l'organe. Les cellules acinaires démontrent une solide capacité de
régénération cellulaire en réponse aux atteintes qui perturbent l'intégrité du tissu.
Cette régénération est assurée par prolifération des cellules acinaires subsistantes
ainsi que par renouvellement cellulaire basé sur TADM. L’ADM permet de générer
des structures épithéliales transitoires qui rappellent le développement embryonnaire
lors duquel les progéniteurs pancréatiques sont induits, proliférent et se difféerencient
a partir de I'épithélium pancréatique. Bien que ce processus soit bénéfique a la
régénération, une ADM prolongée et/ou chronique serait susceptible de déstabiliser
I'identité exocrine et d’induire des Iésions cancéreuses. Le PDAC (pancreatic ductal
adenocarcinoma), qui représente plus de 95% des cancers du pancréas, est
d’ailleurs classiquement initié par des métaplasies acinaires (Reichert and Rustgi,
2011).

4. Anatomie et composition définitives

Le pancréas définitif est localisé au niveau de la partie supérieure gauche de
'abdomen, derriére I'estomac. Il s’étend latéralement et longitudinalement de la
courbe du duodénum jusqu’a la rate. Le pancréas est régionalisé. La téte du
pancréas est accolée au duodénum, la queue est la partie la plus éloignée de
l'intestin et le corps a une position intermédiaire. Comme évoqué précédemment,
toutes les ramifications canalaires du pancréas convergent vers un unique canal
principal, le canal de Wirsung. Ce dernier prend contact avec l'intestin au niveau de
la papille duodénale. Le canal cholédoque, qui achemine les sels biliaires, fusionne
avec le canal de Wirsung en amont de sa connexion duodénale, au niveau de

'ampoule de Vater (Figure 10).
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Figure 10 : Anatomie du pancréas.

Le tissu exocrine représente environ 98% du pancréas total. Il est composé de
cellules acinaires et canalaires. Les cellules acinaires sont organisées en lobules
dénommés acini. La lumiére de chacun des acini est connectée a un canal
intercalaire, permettant I'acheminant des sécrétions acinaires vers la lumiére
intestinale. Le tissu endocrine représente environ 2% du pancréas total. Il est
composeé de cellules endocrines organisées en ilots de Langerhans. Chaque ilot est
abondamment vascularisé, permettent aux cellules qui le composent de déverser

leurs hormones dans la circulation sanguine (Figure 11).

La proportion de chaque type cellulaire au sein des tissus exocrine et endocrine est
détaillée dans la figure 12. Globalement, ces proportions sont conservées entre la
souris et 'THomme. Seul le ratio « cellules o / cellules B » apparait plus élevé chez

'Homme.
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6 Cellules centroacinaires

Cellule centroacinaire

Cellule acinaire

Figure 11 : Organisation des tissus exocrines et endocrines du pancréas.
Adapté de (Gartner and Hiatt, 2012).

Pancréas humain Pancréas murin

Cellules exocrines | Cellules acinaires 88% 88%
(98%) Cellules canalaires 12% 12%

Cellules o, 20-40% 10-20%

Cellules B 50-70% 60-80%
CeIIuIes(;;t;ocrines s <10% <5%
Cellules PP <10% <5%
Cellules & <1% <1%

Figure 12 : Composition cellulaire des tissus exocrines et endocrines du pancréas.
Données issues de (Dolensek et al., 2015; Lodh et al., 2014).




B. Physiologie du pancréas

1. Physiologie exocrine

Le pancréas exocrine a pour role de participer a la digestion du bol alimentaire. I
tient deux fonctions majeures dans cet objectif :
- Neutralisation de I'acidité gastrique

- Production d’enzymes digestives

L’estomac est le premier lieu de digestion des aliments. Il produit un suc gastrique
riche en acide chloridrique qui participe au fractionnement des aliments en vue de
leur passage dans l'intestin. Suite a la vidange de I'estomac, le contenu stomacal
trés acide entre en contact avec la paroi intestinale. Pour contrecarrer cette acidité
potentiellement délétére pour les cellules intestinales, le pancréas déverse dans la
lumiere duodénale un suc pancréatique alcalin, riche en bicarbonate. Les ions
bicarbonates (HCO3") du suc pancréatique sont sécrétés par les cellules canalaires
du pancréas.

En réponse a l'augmentation de l'acidité du milieu extracellulaire, les cellules
duodénales synthétisent la sécrétine. Celle-ci est acheminée via la circulation
sanguine vers les cellules canalaires ou elle stimulera I'activation de CFTR (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator). CFTR est une protéine
transmembranaire exprimée sur la face apicale des cellules canalaires qui permet la
sécrétion d’'ions HCOg3' et ainsi I'alcalinisation du suc pancréatique. Le pancréas des
patients atteints d’'une mutation du géne CFTR ont une fonction exocrine diminuée et
un risque accru d’inflammation du pancréas (Wilschanski and Novak, 2013).

Les cellules acinaires sécrétent de nombreuses enzymes qui permettent la digestion
du bol alimentaire. Ces enzymes sont classées en fonction du substrat auquel elles
s’adressent (Figure 13). Pour se prémunir d’'une autodigestion, les cellules acinaires
synthétisent les enzymes sous une forme inactive, le zymogeéne, et les empaquettent
dans des vésicules cytoplasmiques dénommées grains de zymogéne. Les enzymes
pancréatiques ne sont activées qu’'a leur arrivée dans la lumiéere intestinale.

L’entérokinase, enzyme sécrétée par les cellules de [I'épithélium intestinal,
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transforme le trypsinogéne pancréatique en trypsine. La trypsine assure ensuite

I'activation des autres zymogénes (Figure 14B).

Substrats Enzymes

Lipase

Lipides Pro-phospholipase A;-A,

Estérases non spécifiques

Trypsinogéne

Chymotrypsinogene

Protéines Pro-élastase

Procarboxypeptidase A

Procarboxypeptidase B

Polysaccharides | a-amylase

Désoxyribonucléase (DNAse)

Ribonucléase (RNAse)

Acides nucléiques

Figure 13 : Enzymes sécrétées par les cellules acinaires du pancréas.

Les sécrétions acinaires sont régulées par différents stimuli de nature hormonale ou

nerveuse et sont regroupées selon trois phases :

La phase céphalique : la vue, I'odorat et le golt stimulent le nerf vague et la
libération d’acétylcholine (ACh) au niveau des terminaisons nerveuses
efférentes du pancréas. Les cellules acinaires ont a leur membrane des
récepteurs muscariniques sensibles a la présence d’ACh dans le milieu
extracellulaire. La stimulation de ces récepteurs induit 'augmentation de la
concentration du calcium intracellulaire et I'exocytose des grains de
zymogeéne.

La phase gastrique : la gastrine, sécrétée par les cellules de la paroi de
I'estomac en réponse a sa dilatation, est capable de se lier aux récepteurs de
la cholécystokinine (CCK) présents a la surface des cellules acinaires. Il en
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résulte une augmentation de la concentration du calcium intracellulaire et
I'exocytose des grains de zymogene.

- La phase intestinale : I'entrée du chyme alimentaire hautement acide dans la
lumiere intestinale induit la synthése de sécrétine, qui stimule non seulement
les sécrétions canalaires mais également les sécrétions acinaires en
augmentant l'activité intracellulaire de I'adénylate cyclase. Par ailleurs, la
présence d’acides gras et de certains acides aminés stimule la sécrétion de
CCK par les cellules de I'épithélium intestinal. Suite a sa fixation sur son
récepteur acinaire, la CKK induit 'augmentation de la concentration du

calcium intracellulaire et 'exocytose des grains de zymogéne (Pandol, 2010).

La figure 14 synthétise les étapes de la sécrétion et de l'activation des enzymes

pancréatiques.

A. Cellule acinaire B. Canal pancréatique > Duodénum

f

Chymotrypsinogene Chymotrypsine
2 X ” —>
[Ca*] [AMPc] Trypsinogéne Procarboxypeptidase T Carboxypeptidase
Trypsine
- entérokinase
Zeci;f;ur Récepteur ——
=8 de la sécrétine
A ) (11 1)

Cellules de I'épithélium intestinal

Figure 14 : Exocytose acinaire (A) et activation intestinale (B) des grains de zymogéne.

2. Physiologie endocrine

Comme évoqué précédemment, les ilots de Langerhans assurent la fonction
endocrine du pancréas. Bien qu’ils ne représentent que 2% du pancréas total, les

ilots ont un réle essentiel puisqu’ils permettent une fine régulation du taux de glucose
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dans le sang appelé glycémie. Les ilots sont constitués de cing types de cellules, les
plus abondantes étant les cellules o et § qui sécréetent respectivement le glucagon et

I'insuline.

Le glucagon est sécrété en réponse a un faible taux de glucose dans le sang. I
stimule la glycogénolyse et la néoglucogenese :

- La glycogénolyse désigne la production de glucose a partir du glycogene. Le
glycogéne est une forme de stockage du glucose retrouvée principalement
dans les cellules hépatiques et musculaires.

- La néoglucogenése désigne la synthése de glucose a partir de précurseurs
non glucidiques. Elle a lieu essentiellement dans le foie et intervient quand les

réserves en glycogene sont épuisées.

L’insuline est sécrétée en réponse a une glycémie élevée. Son action est opposée a
celle du glucagon. Elle inhibe la glycogénolyse et la néoglucogenése, et stimule la

glycogenése qui permet le stockage de glucose sous forme de glycogéne.

La sécrétion d’insuline est initiée par I'entrée du glucose dans la cellule  via la
transporteur GLUT2 (Glucose Transporter 2). Une fois dans le cytoplasme, le
glucose est transformé en pyruvate suite a une série de réactions enzymatiques, la
glycolyse. Le pyruvate formé entre alors dans la mitochondrie ou il est converti en
acétyl-Coenzyme A (acétyl-CoA). L'acétyl-CoA intervient dans la premiére étape du
cycle de Krebs qui aboutit a la production d’ATP. L’augmentation du rapport
intracellulaire ATP/ADP déclenche la fermeture des canaux potassiques ATP-
dépendants. L’augmentation intracellulaire de [K'] induit la dépolarisation de la
membrane plasmique et 'ouverture des canaux calciques voltage-dépendants. Enfin,
'augmentation intracellulaire de [Ca®‘] induit 'exocytose des granules d'insuline
(Figure 14).
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Figure 14 : Sécrétion d’insuline de la cellule B pancréatique en réponse au glucose.

Les cellules & sécretent la somatostatine, hormone non exclusive au pancréas
puisque les cellules intestinales et neuroendocrines la synthétisent également. Sur le
pancréas, la somatostatine a pour effet d’inhiber les sécrétions d’insuline, de
glucagon, de polypeptide pancréatique et d’enzymes digestives (Hauge-Evans et al.,
2009; Bali et al., 2006).

Les cellules PP sécrétent le polypeptide pancréatique en réponse a la prise
alimentaire. Cette hormone inhibe les sécrétions du pancréas exocrine (Williams,
2014).

La ghréline, sécrétée notamment par les cellules € du pancréas et par les cellules du

fundus de I'estomac, est une hormone orexigéne. Sa concentration sanguine est

élevée avant les repas et diminue suite a la prise alimentaire (Muller et al., 2015).
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C. Pathologies du pancréas

1. Les diabétes

Le diabéte est un syndrome caractérisé par une soif excessive (polydipsie) et une
augmentation de la production d’urine (polyurie). On distingue le diabéte sucré du
diabéte insipide, le premier étant marqué par la présence de glucose dans les urines,
a linverse du second. Le diabéte insipide est lié a une défaillance de la sécrétion
et/ou de la reconnaissance de la vasopressine, hormone antidiurétique. Ce diabéte
ne faisant pas intervenir le pancréas, nous ne le présenterons pas. Dans la suite de

ce manuscrit, nous emploierons le terme diabéte pour désigner le diabéte sucré.

En 1985, 108 millions de personnes souffraient du diabéte a travers le monde. En
2014, le nombre de diabétiques était estimé a 422 millions. De récentes études
prédisent un nombre de diabétiques supérieur a 700 millions en 2025. Bien que ces
variations soient amplifiées par I'accroissement de la population mondiale, moins de
5% des adultes étaient concernés par le diabéte en 1980, et plus de 11% le seront
en 2025 (NCD Risk Factor Collaboration (NCD-RisC), 2016).

Le diabéte est défini par une hyperglycémie chronique. Chez 'Homme, la glycémie
normale a jeun est comprise entre 0,7 et 1,1 grammes de glucose par litre de sang.
Lorsque cette valeur est située entre 1,1 et 1,26 g/l, le patient est dit intolérant au
glucose. Un diabéte est diagnostiqué lorsque ce taux dépasse 1,26 g/l. Non traité, le
diabéte réduit drastiquement I'espérance de vie. Les complications du diabete
résultent des effets déléteres que le glucose exerce sur la paroi des vaisseaux
sanguins et sur les nerfs. Ces complications sont classées en deux groupes :

- Les complications microangiopathiques regroupent notamment rétinopathie,

néphropathie et neuropathie diabétiques.
- Les complications macroangiopathiques regroupe notamment infarctus du

myocarde et accidents vasculaires cérébraux.
Les causes du diabete sont nombreuses. Elles conditionnent I'age d’apparition de la

pathologie ainsi que 'ampleur de ses manifestations. Elles permettent de diviser le

diabéte en plusieurs types.
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Les deux types de diabéte les plus fréquents sont le diabéte insulinodépendant (DID,
type 1) et le diabéte non insulinodépendant (DNID, type 2), avec pour prévalences
respectives environ 10% et 85% de I'ensemble des cas de diabéte. Ces deux types
de diabéte sont polygéniques, signifiant que leur apparition implique la dérégulation
de plusieurs génes. Des facteurs environnementaux entrent également en jeu (Ali,
2013; Tuomilehto, 2013).

D’autres types de diabéete peuvent étre liés a la mutation d’'un seul géne, ils sont dits
monogéniques. |l existe deux types de diabéte monogéniques : le diabéete néonatal
et le diabéte MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young).

Le diabete néonatal apparait dans les premiéres semaines de vie. |l peut étre
permanent ou transitoire. Sa prévalence est tres faible, de I'ordre de 0,2% de tous
les cas de diabéte. Différentes mutations sont susceptibles d’induire un diabéte
néonatal, 'une d’elle se trouvant sur un géne codant une sous-unité des canaux
potassiques ATP-dépendants impliqués dans la sécrétion d’insuline (Polak and
Cavé, 2007).

Le diabéte MODY survient au cours de I'enfance ou de 'adolescence. Il constitue 2 a

5% des cas de diabéte (Messaaoui et al., 2016).

a. Diabéte de type 1

Le diabéte de type 1 résulte de la destruction des cellules B pancréatiques et ainsi du
manque d’insuline. Il est classiquement diagnostiqué avant 40 ans, et avant 20 ans
pour la moitié des cas. Ce diabéte se manifeste suite a la production d’auto-anticorps
dirigés contre certains éléments de la cellule B, tels que le linsuline ou le Zinc
Transporter 8 (ZnT8). La cause de cette production d’auto-anticorps n’est aujourd’hui
pas connue. L’hypothése la plus largement soutenue est [l'implication d'un
entérovirus dans un terrain génétiquement favorable (Christen et al., 2012).

La destruction des cellules B étant presque totale, 'administration d’insuline constitue
la principale stratégie thérapeutique. La transplantation d’ilots de Langerhans

constitue une alternative a I'injection réguliére d’insuline. Néanmoins, cette approche

27



souffre de plusieurs inconvénients. Les techniques d’isolation et de purification d’ilots
humains manquent d’efficacité, et bien qu'un pancréas humain sain contienne entre
4 et 15 millions d’ilots, seuls 100 000 a 300 000 ilots sont extraits. Les ilots sont
ensuite injectés dans la veine porte et migrent dans le foie ou ils s’implantent
spontanément. Fragilisés par la procédure d’isolement, tous les ilots ne supportent
pas la greffe, et seule une partie assurera la production d’insuline. Ainsi, pour qu’un
patient retrouve une capacité de production d’'insuline suffisante a une régulation
autonome de sa glycémie, plusieurs donneurs sont nécessaires. Par ailleurs, le
risque de rejet de la greffe est d’autant plus grand que le nombre de donneurs est
élevé. Ce risque élevé de rejet, associé au renouvellement des auto-anticorps anti-
cellules B, compromet la pérennité de la guérison : plus de la moitié des patients
greffés recourent de nouveau a l'injection d’insuline 3 ans aprés transplantation
(Tatum et al., 2017).

Enfin, le manque de donneurs constitue un obstacle majeur a cette intervention.
Plusieurs alternatives thérapeutiques sont aujourd’hui a I'étude. L'une d’elles repose
sur la génération de cellules B in vitro. Néanmoins, les protocoles de différenciation
de cellules B a partir de cellules différenciées ou de cellules souches sont
perfectibles. La plupart d’entre eux ne permettent pas d'obtenir des cellules B
stables, fonctionnelles et capables de répondre au glucose. En 2014, I'équipe de
Douglas Melton a mis au point un protocole de différenciation prometteur (Pagliuca
et al., 2014). Les cellules B générées a partir de cellules souches humaines assurent
un contréle glycémique durable chez des souris diabétiques aprés transplantation.
Ces cellules semblent toutefois souffrir d'une capacité de production d’'insuline plus
faible que les ilots humains. Ainsi, malgré de récentes avancées encourageantes, il
apparait nécessaire d’améliorer nos connaissances des signaux qui orientent et
régulent la différenciation et ’homéostasie des cellules 3, et plus globalement des

ilots de Langerhans.
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b. Diabéte de type 2

Le diabete de type 2 est une pathologie multifactorielle. Son développement peut
étre lié a des génes de prédisposition et a des facteurs comportementaux et/ou
environnementaux. Ainsi, un mode de vie sédentaire, une alimentation trop riche,
certaines infections virales, des traitements médicaux et des perturbations
hormonales (grossesse, contraceptifs oraux, etc.) peuvent déclencher un diabéte de
type 2 (Murea et al, 2012). Sur le plan physiologique, ce diabéte débute
classiqguement par une résistance progressive a l'action périphérique de l'insuline.
Les tissus cibles de l'insuline (foie, muscle, tissu adipeux) captent alors moins de
glucose que nécessaire et la glycémie s’éléve. Face a I'’hyperglycémie chronique, les
cellules B perdent progressivement leur réle, avec une perte de réponse au glucose
parfois associée une apoptose p-cellulaire (Wajchenberg, 2007). Le principal
traitement indiqué aux diabétiques de type 2 repose sur la mise en place d’'un mode
de vie équilibré, comprenant activité physique réguliere et alimentation saine.
Cependant, des traitements pharmacologiques sont parfois nécessaires pour
stimuler la sécrétion d’insuline (sulfonylurées, glinides, etc.) et/ou la sensibilité a

l'insuline (biguanides, glitazones, etc.).

c. Diabete de type MODY

Le MODY est un diabéte non insulinodépendant, au moins dans les premiéres
anneées qui suivent son diagnostic. Sa transmission est autosomique dominante. Des
cas peuvent également apparaitre spontanément. Comme vu précédemment, il
compte pour 2 a 5% de 'ensemble des diabétes. Néanmoins, cette prévalence est
probablement sous-évaluée, le MODY pouvant étre confondu avec un diabéte de
type 1 ou 2.

Il existe plusieurs sous-types de MODY, classés selon le géne mis en cause. La
plupart des MODY sont liés a une atteinte de la cellule 3 et sont caractérisés par une
intolérance au glucose modérée susceptible de s’aggraver avec I'age. 14 sous-types
de MODY (MODY1 a MODY14) sont aujourd’hui recensés. Les spectres cliniques
peuvent étre variés selon le sous-type considéré. Par exemple, MODY5, induit par
des mutations de HNF1B, est généralement associé a des atteintes rénales,
urogénitales et hépatiques, ainsi qu’a des dysfonctions du pancréas exocrine.
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La figure 15 détaille pour chaque MODY le gene muté et la prévalence estimée

parmi I'ensemble des sous-types.

MODY Géne muté ::"rﬁég::rl:llchY)
MODY1 HNF4A 5

MODY2 GLUCOKINASE | 15a 20
MODY3 HNF1A 30a50
MODY4 PDX1 <1

MODY5 HNF1B 5

MODY6 NEUROD1 <1

MODY?7 KLF11 <1

MODY8 CEL <1

MODY9 PAX4 <1

MODY10 INSULIN <1

MODY11 BLK <1

MODY12 ABCC8 <1

MODY13 KCNJ11 <1

MODY14 APPL1 ? [Découvert en 2015]

Figure 15 : Les diabétes de type MODY.

2. Le cancer du pancréas

a. Les différents types de cancer du pancréas

Le cancer du pancréas peut étre d’origine exocrine (95% des cas) ou endocrine (5%

des cas).

Exocrine

Le groupe exocrine est majoritairement représenté par I'adénocarcinome canalaire
pancréatique (PDAC), qui constitue 95% des tumeurs exocrines. Les stades
précoces du PDAC sont cliniqguement silencieux, conduisant a un diagnostic tardif et

contribuant a un trés faible taux de survie a 5 ans (inférieur a 5%). Il est trés résistant
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aux traitements conventionnels et l'agent chimiothérapeutique standard, la

gemcitabine, offre seulement un petit avantage (Cid-Arregui and Juarez, 2015).

Les autres types de cancer exocrine sont rares. Parmi eux :

- Le carcinome des cellules acinaires représente 1 a 2% des cancers du
pancreéas. Il touche les cellules acinaires dont la sécrétion de lipase est alors
exacerbée. Des taux élevés de lipase sont ainsi détectables dans le sang du
patient. Le taux de survie a 5 ans est d’environ 17% (La Rosa et al., 2015;
Ploquin et al., 2015)

- Le pancréatoblastome compte pour 0,5% des cancers du pancréas exocrine.
I se manifeste classiquement chez I'enfant, et se développement
généralement au niveau de la téte du pancréas provoquant une obstruction
meécanique du duodénum. Au niveau moléculaire, il semble étre associé a une
dérégulation de la voie Wnt (Saif, 2007). Une étude de 2004 menée sur 153
patients a établi un taux de survie a 5 ans d’environ 50% (Dhebri et al., 2004)

Endocrine

Les tumeurs endocrines du pancréas peuvent étre fonctionnelles ou non
fonctionnelles. Les tumeurs fonctionnelles induisent une hypersécrétion hormonale. ||
s’agit par exemple de [linsulinome, du glucagonome ou du somatostatinome.
L’hypersécrétion hormonale s’accompagne de manifestations cliniques qui
permettent une détection précoce (hypoglycémie pour I'insulinome par exemple). Les
tumeurs non fonctionnelles étant asymptomatiques, elles sont généralement
diagnostiquées a un stade avancé, lorsqu’elles compriment ou envahissent les

organes adjacents (Ro et al., 2013).

b. L’adénocarcinome canalaire pancréatique (PDAC)

Le PDAC se développe le plus souvent a partir de Iésions néoplasiques intra-
épithéliales appelées PanlINs (Pancreatic Intraepithelial Neoplasia). Les PanINs sont
classiqguement classées en 3 grades (PanIN-1, -2 et -3) dont les caractéristiques

histologiques sont résumées dans la figure 16 (Murtaugh, 2014).
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Normal PanIN-1 PaniN-2 PanIN-3 PDAC

Cellule Cellule
acinaire canalaire

Grade Histologie

Epithélium monostratifié, plat
Cellule cuboide

Noyau rond et central
Cytoplasme dépourvu de mucus

Normal

Epithélium monostratifié, plat
Cellule cylindrique

Noyau rond, localisation basale
Cytoplasme riche en mucus

PanIN-1

Epithélium pseudo-stratifié naissant, papillaire
Cellule cylindrique

Noyau irrégulier

Cytoplasme riche en mucus

PaniIN-2

Epithélium pseudo-stratifié, papillaire
Cellule irréguliere

PanIN-3 Noyau irrégulier

Cytoplasme riche en mucus
Bourgeonnement cellulaire vers la lumiéere

Figure 16 : Gradation des PaniINs selon leurs caractéristiques histologiques.
Adapté de (Murtaugh, 2014).

La mutation activatrice du proto-oncogéne KRAS est une caractéristique commune a
90% des PanIN-1, suggérant qu’elle participe a leur initiation. Aux grades plus
avancés, des mutations additionnelles apparaissent, avec notamment une perte
d’expression des genes suppresseurs de tumeur CDKNZ2A, TP53 ou SMAD4
(Cicenas et al., 2017).
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Les PanINs étant des lésions épithéliales, leur origine a longtemps été considérée
canalaire. Grace aux modéles de souris génétiquement modifiées, cette hypothése a
éte rectifiee. Alors que I'activation de Kras dans les cellules canalaires différenciées
n’induit qu’une inflammation modérée sans aucun signe de lésion pré-cancéreuse, la
méme activation dans les cellules acinaires adultes conduit a l'apparition de
néoplasies épithéliales. En 2012, Janel L. Kopp et al. ont démontré, par des
expériences de lignage cellulaire, que les cellules canalaires Sox9" ne participent
pas a la formation de PanINs, au contraire des cellules acinaires Ptf1a” (Kopp et al.,
2012).

Par ailleurs, l'initiation des PanlINs est généralement postérieure a 'émergence de
métaplasies acino-canalaire (ADM), elles-mémes d’origine acinaire (Zhu et al., 2007;
Morris et al., 2010). Bien que la contribution aux PanINS des structures épithéliales
issues d’ADM n’ait pas encore été démontrée, plusieurs résultats vont dans ce sens.
Par exemple, l'inhibition de la voie EGFR chez des souris activées pour Kras réduit
I’ADM, avec pour conséquence une diminution de I'étendue des PanlINs (Ardito et al.,
2012; Navas et al., 2012).

L’ADM précédant I'apparition des PanINs, elle pourrait en étre un précurseur. Suite a
une atteinte du pancréas, les cellules acinaires peuvent régénérer par prolifération
des cellules subsistantes et par renouvellement cellulaire. Ce renouvellement s’opére
suite a la mise en place d'une ADM. En effet, TADM permet la formation de
structures épithéliales transitoires qui rappellent le développement embryonnaire lors
duquel les progéniteurs pancréatiques se différencient. LADM mise en jeu dans le
cas d'une pancréatite semble identique a I'ADM liée a la mutation de Kras.
Néanmoins, 'ADM induite par inflammation, qu’elle soit aigué ou chronique, n’est
pas suffisante a [linitiation de PanINs, contrairement a 'ADM associée a une
mutation de Kras. Cela indique que 'ADM seule ne peut étre considérée comme
initiatrice de PanINs (Reichert et al., 2016)

Bien que la mutation de Kras dans des cellules acinaires adultes induise I'émergence

de PanlINs, elle n’est pas suffisante a la formation d'un PDAC. Néanmoins, dans un

contexte inflammatoire, les PanINs formées progressent spontanément vers un
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PDAC. Cela suggeéere qu’inflammation et Kras ont un effet synergique sur le

développement des lésions cancéreuses du pancréas (Reichert et al., 2016)

Les travaux cités ci-dessus prouvent que les néoplasies du pancréas exocrine
peuvent émerger des acini, sans pour autant démontrer I'impossibilité d’une origine
canalaire. Récemment, une équipe américaine a analysé les effets pro-
oncogeniques de la mutation de Kras associée a une mutation de P53 dans les
compartiments acinaire ou canalaire. Alors que la seule mutation de Kras dans les
canaux est sans effet, elle devient cause de PDAC lorsqu’elle est associée a la
mutation de P53. De fagcon surprenante, les tumeurs formées ne semblent pas
mettre en jeu de PanINs, contrairement aux tumeurs formées a partir du
compartiment acinaire. Enfin, I'effet synergique entre inflammation et mutation de
Kras a été testé dans le compartiment canalaire. Les pancréas mutants ne montrant
aucun signe de néoplasie, les cellules canalaires activées pour Kras ne semblent

pas sensibles a I'environnement inflammatoire (Bailey et al., 2016).

L’ensemble des résultats discutés dans cette partie est illustré dans la figure 16.

+ KRAS mutation ) ADM PanIN

v

+ inflammation ADM

v

+ KRAS mutation + inflammation ———) ADM ——) PanlN ———) PDAC

+ KRAS mutation + P53 mutaton ———3) ADM ———) PanIN ——) PDAC

FYY Y

+ KRAS mutation (+ inflammation)

Q

... + KRAS mutation + P53 mutation

PDAC

v

Figure 16 : Origines acinaire (bleu) ou canalaire (jaune) des métaplasies
et néoplasies du pancréas exocrine mature.
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Il. Le facteur de transcription HNF1B

A. La famille HNF1

Hepatocyte Nuclear Factor 1B (HNF1B, aussi dénommé HNF1p3, vHNF1 ou TCF2)
est un facteur de transcription exprimé par les cellules de différents organes, mais
presque toujours dans des structures tubulaires, par des cellules de type épithélial. Il
contrble la transcription de différents génes au cours du développement
embryonnaire et aprés la naissance. HNF1A (aussi dénommé HNF1a, HNF1 ou
TCF1) partage avec HNF1B une forte homologie de séquence (Cereghini, 1996).
Ces deux facteurs de transcription forment la famille HNF1.

La famille HNF1 appartient au groupe des HNF, ensemble de facteurs de
transcription initialement découverts dans le foie. La caractérisation d’'HNF1A a
débuté par la mise en évidence de sa capacité a se lier aux promoteurs de trois
génes hépato-spécifiques : Albumine, [-Fibrinogene et a1-antitrypsine (Cereghini et
al., 1987; Courtois et al., 1987; Hardon et al., 1988). Un second facteur de
transcription aux mémes spécificités de liaison a ’'ADN a ensuite été découvert dans
des cellules d’hépatomes dédifféerenciés: HNF1B (Baumhueter et al., 1988;
Cereghini et al., 1988). Apres localisation de leur locus, plusieurs études ont révélé la
présence des genes HNF1A et HNF1B chez différentes espéces vertébrées dont le
xénope, le saumon et le poisson-zébre. Leur profil d’expression dans différents
organes a également été analysé (Bartkowski et al., 1993; Demartis et al., 1994,
Deryckere et al., 1995; Gong et al., 2004; Zapp et al., 1993). Ces études ont montré
que la séquence de Hnf1a présente une plus forte homologie de séquence avec ses
homologues de différentes especes qu’avec Hnf1b au sein d’'une méme espéce.
Cette observation, aussi valable pour la séquence de Hnf1b, suggere que les deux
génes accomplissent des fonctions distinctes mais conservées chez les vertébrés.

Enfin, les invertébrés ne présentent pas d’orthologues a la famille HNF1.

B. Structure du gene

HNF1B exerce ses fonctions sous forme de dimeére. Sa grande homologie avec
HNF1A lui permet de former avec celui-ci un hétérodimere. La description de la
structure de HNF 1B sera donc mise en paralléle avec celle de HNF1A.
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Chez 'Homme, HNF1A est localisé sur le chromosome 12 (chromosome 5 chez la
souris). Sa transcription génere un ARNm d’environ 3,3 kb qui comprend 10 exons
(Bach et al., 1990; Kuo et al., 1990). HNF1B est localisé sur le chromosome 17
(chromosome 11 chez la souris). Il code pour un ARNm d’environ 2,8 kb avec 8
exons (Abbott et al., 1990; Bach et al., 1991). Chez 'Homme, la souris et le rat,
I'épissage alternatif de HNF1B génére deux isoformes: HNF1B-A et HNF1B-B.
HNF1B-A présente un exon supplémentaire de 78 nucléotides. Cet exon additionnel
augmente la taille de la protéine finale de 26 acides aminés (Cereghini et al., 1992;
Rey-Campos et al., 1991) (Figure 17A). Quel que soit le tissu considére, les deux
isoformes de HNF1B sont exprimées selon le méme ratio. Cependant, HNF1B-A
semble se lier avec une plus grande affinité sur ses séquences cibles que HNF1B-B.
Cette différence d’affinité est probablement liée a son exon additionnel (Ringeisen et
al., 1993). Il existe une troisieme isoforme, HNF1B-C, qui est moins bien
caractérisée. Elle code une protéine plus courte que les isoformes A et B : les 207
acides aminés de l'extrémité C-terminale sont remplacés par 50 acides aminés
spécifiques a HNF1B-C. Des analyses in vitro ont montré que I'isoforme C jouerait un
réle de dominant négatif, inhibant I'expression de certains genes cibles (Bach and
Yaniv, 1993; Romero et al., 2006). Chez la souris, HNF1B est majoritairement
représentée par l'isoforme HNF1B-A (Harries et al., 2009).
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A.
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon5 Exon6 Exon7 Exon8 Exon9 Exon 10
HNF1A ] — —
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon5 Exon 6 Exon7 Exon8 Exon 9
O HHEHEHHH
B. Domaine de fixation a 'ADN Domaine de transactivation
. DAII DAIII DAI
HNF1A | Dim. POUS, nls; POU,, P-G Q-S-P S
1 32 87 181 197203 279:281 318 440 506 547 628
HNF1B-A | Dim. POUS, nls; POU,, Q-S-P
1 431
HNF1B-B | Dim. POUS, nlsi POU,, Q-S-P
1 +26 aa 557
Figure 17 : Structures génomique (A) et protéique (B) des HNF1.
Dim. : sous-domaine de dimérisation ; DA : site de transactivation ; nls : signal de localisation

nucléaire ; P-G, QSP, S :
respectivement.

domaines riches en proline-glycine, glutamine-sérine-proline, sérine

C. Structure de la protéine

Les isoformes HNF1B-A/B/C codent des protéines de 557, 531 et 400 acides aminés
respectivement. Les isoformes A et B, tout comme HNF1A, présentent un domaine
N-terminal de fixation a 'ADN et un domaine C-terminal de transactivation (Figure
17B).

Domaine de fixation a ’ADN

Ce domaine N-terminal est composé de trois sous-domaines (Nicosia et al., 1990) :

- Un sous-domaine de dimérisation (DM)

- Deux sous-domaines POU, caractéristiques de la famille des génes POU a
laquelle HNF1 appartient : un domaine POU-spécifique (POUs) et un POU-
homéodomaine (POU).

Qu'ils soient sous forme d’homodimére ou d’hétérodimére, HNF1A et HNF1B se
fixent aux mémes motifs d’ADN, reflétant une grande homologie de séquences entre
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les deux facteurs de transcription : 72% pour le DM, 98% pour POUs et 91% pour
POUy.

Le domaine de dimérisation comprend 32 acides aminés qui forment 4 hélices a
caractéristiques de la famille HFNF1. Ce domaine est nécessaire et suffisant a
I'homo- et 'hétérodimérisation de HNF1A et de HNF1B (Chouard et al., 1990; Frain
et al., 1989; Nicosia et al., 1990; Rey-Campos et al., 1991). La mutation de ce sous-
domaine induit un défaut de dimérisation et une diminution de l'affinité pour les sites
de fixation a 'ADN (Chouard et al., 1990; Tomei et al., 1992).

Le sous-domaine POUy est un homéodomaine constitué de 60 acides aminés qui
forment trois hélices a. Le sous-domaine POUs comprend environ 75 acides aminés
qui forment cing hélices a pour HNF1A et six pour HNF1B. Les interactions entre les
hélices o de POUy et de POUs définissent la spécificité et I'affinité de fixation a
I'ADN (Ceska et al., 1993; Chi et al., 2002; Leiting et al., 1993). La région qui sépare
les deux sous-domaines POU contient un signal de localisation nucléaire (NLS)
nécessaire a la translocation des facteurs de transcription du cytoplasme vers le
noyau (Tronche et al., 1997).

Domaine de transactivation

Ce domaine C-terminal est moins conservé que le domaine N-terminal, avec
seulement 47% d’homologie entre HNF1A et HNF1B. L'activité de transactivation de
HNF1B est localisée dans une région riche en glutamine-sérine-proline (QSP)
dénommeée DAIIl (domaine d’activation Ill) (Barbacci et al., 2004; Hiesberger et al.,
2005). Cette région est conservée chez HNF1A, qui présente deux sites
transactivateurs supplémentaires : DAl et DAIl. Néanmoins, DAIl ne semble pas
avoir de réle in vivo (Nicosia et al., 1990; Toniatti et al., 1993). In vitro, HNF1A et
HNF1B ont des activités transactivatrices tres similaires. D’ailleurs, HNF1A permet la
différenciation de I'endoderme viscéral qui fait défaut aux corps embryoides
HNF1B". Ce résultat suggére que les réles de HNF1A et de HNF1B ne divergent
pas selon leur activité transcriptionnelle mais selon leurs profils d’expression
(Haumaitre et al., 2003).
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L’activité transactivatrice de ces deux facteurs de transcription repose en grande
partie sur le recrutement de cofacteurs et de coactivateurs. L'un des premiers
cofacteurs découverts des HNF1 fut DCOH (Dimerization cofactor of HNF1). DCOH
permet la stabilisation de la fixation de HNF1A sur 'ADN et améliore son activité
transcriptionnelle, probablement par recrutement de coactivateurs (Johnen and
Kaufman, 1997; Mendel et al., 1991; Rhee et al., 1997; Rose et al., 2000).
Néanmoins, les souris inactivées pour DCOH ne montrent qu’une faible atténuation
de l'activité de Hnf1a, avec une intolérance au glucose modérée, alors que les souris
Hnfla” sont diabétiques (Bayle et al., 2002). Des facteurs épigénétiques sont
connus pour augmenter l'activité de HNF1A/B. Il s’agit essentiellement d’histone
acétyltransférases telles que CBP (CREB-binding protein), P/CAF (P300/CBP
associated factor), SRC-1 et RAC3 (Barbacci et al., 2004; Soutoglou et al., 2000).
Par ailleurs, HNF1A est capable d’hyperacétyler les histones des promoteurs de ses
propres genes cibles de fagon a en améliorer I‘accés (Parrizas et al., 2001). Enfin,
HNF1B a la capacité d’interagir in vitro et in vivo avec I'histone désacétylase 1
(HDAC1) (Barbacci et al., 2004). Ces données révélent que HNF1A et -B sont
impliqués dans des mécanismes de remodelage de la chromatine essentiels au

controle de I'expression des génes.

D. Profil d’expression embryonnaire chez la souris

En insérant le géne rapporteur LacZ au niveau de I'exon 1 de Hnf1b il fut possible de
suivre avec précision |'évolution de ses domaines d'expression au cours du
développement murin. Hnf1b est d’abord exprimé a E4.5 dans I'endoderme primitif.
Dés E5.5, son expression est trouvée au niveau de I'endoderme pariétal et de
'endoderme viscéral proximal (embryonnaire) et distal (extraembryonnaire) (Figure
18A). On la trouve également dans les couches externes du sac vitellin jusqu’a E12.
A E8.5, I'activité B-galactosidase est détectée dans lintestin primitif et le tube neural
(Figure 18B-C). Dés E9.5, I'expression de Hnf1b est trouvée dans la créte neurale et
les ganglions spinaux. Au méme stade, elle est également localisée dans les
ébauches des dérivés de l'intestin primitif (foie, pancréas, estomac) ainsi que dans le
mésonéphros et dans I'ensemble du systéme urogénital (Figure 18D-J). Enfin, des
E16.5, Hnf1b est exprimé dans les bronches et bronchioles pulmonaires (Figure 18K)
(Barbacci et al., 1999; Cereghini et al., 1992; Coffinier et al., 1999a, 1999b; De
Simone et al., 1991; Ott et al., 1991; Reber and Cereghini, 2001).
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Figure 18 : Expression de Hnf1b dans différents tissus.

Suite a l'insertion du rapporteur LacZ dans Hnf1b, la détection de l'activité B-galactosidase permet de
suivre son expression dans I'endoderme viscéral (ve) (A) ; dans l'intestin primitif (g) et le tube neural
(nt) (B et C); dans la vésicule otique (ov), le bourgeon pancréatique (pb) et le mésonéphros (m) (C) ;
dans le bourgeon urétéral (ub) et les divers segments du néphron (dt, pt, gl) (D) ; dans I'épididyme
chez le méale (E) et dans l'oviducte chez la femelle (F) ; dans les progéniteurs de la vésicule biliaire
(G) et des bourgeons du pancréas (G et H) ; dans I'épithélium pancréatique (I, fleche : duodénum) ;
dans les canaux biliaires (J) ; dans les poumons (K et L). D’aprés (Barbacci et al., 1999; Coffinier et
al., 1999b; Reber and Cereghini, 2001)

L’expression de Hnf1a est plus tardive que celle de Hnf1b. Elle d’abord retrouvée a
E8.5 dans le sac vitellin, puis dans différents organes en développement dont
l'intestin, le foie, 'estomac, le pancréas (dés E10.5), le rein et le thymus (Blumenfeld
et al., 1991; Cereghini et al., 1992; Nammo et al., 2002; Ott et al., 1991; Pontoglio et
al., 1996).
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Hnf1a et Hnf1b ont généralement des profils d’expression spatio-temporels distincts.
Lorsqu’ils s’expriment dans un méme tissu, il est courant de les retrouver dans des
populations cellulaires différentes. Par exemple, a E12.5, Hnf1a est essentiellement
localisé en périphérie du bourgeon pancréatique tandis que Hnf1b se trouve en son
centre. Aprés la naissance, I'expression pancréatique de Hnf1b se limite aux canaux
et celles de Hnfla aux cellules acinaires et endocrines (Haumaitre et al., 2005;
Nammo et al., 2008). Un scénario similaire est observé dans le rein, ou I'expression
de Hnf1a est localisée dans les tubules proximaux et celle de Hnf1b dans les canaux
collecteurs et les tubules des néphrons. Dans le foie, Hnfla est exprimé
uniformément dans les hépatocytes alors que Hnf1b est fortement exprimé dans les
canaux biliaires et faiblement dans les hépatocytes périportaux (Coffinier et al., 2002;
Pontoglio et al., 1996). Enfin, dans lintestin gréle, ces deux facteurs sont exprimés
conjointement et semblent avoir des fonctions redondantes (D’Angelo et al., 2010).

E. Fonctions

1. Réles dans la formation de I'endoderme viscéral

Bien que les embryons hétérozygotes ne présentent aucun phénotype, les embryons
Hnf1b"" meurent avant gastrulation, vers E6.5. Cette Iétalité est due & une absence
d’endoderme viscéral, annexe extra-embryonnaire aux fonctions nutritionnelles et
hématopoiétiques. Les corps embryoides issus de la différenciation de cellules ES
Hnf1b" perdent I'expression de marqueurs précoces de I'endoderme viscéral tels
Hnf4ca, Albumine et AFP. lls présentent également un défaut d’activation des facteurs
de transcription Hnf1a et Foxa3, ce qui contribue probablement au phénotype. Enfin,
il possible de sauver la létalité précoce des embryons Hnflb” en greffant aux
cellules ES Hnf1b™ des cellules ES sauvages tétraploides. Les cellules tétraploides
greffées ne participeront qu’a la formation des tissus extra-embryonnaires. Cette
technique permet de générer des chiméres d’agrégation tétraploides qui, grace a
'apport de la composante sauvage, n'ont plus de défaut d’endorme viscéral,
montrant le réle crucial de Hnf1b dans la formation de ce tissu (Barbacci et al.,
1999).
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2. Roles dans l'intestin

La technique des chiméres d’agrégation tétraploides sauve la |étalité précoce des
embryons Hnf1b”™ ce qui permet I'analyse du réle de Hnf1b plus tard au cours du
développement. En 2005, Cécile Haumaitre et ses collegues ont observé chez ces
chiméres des anomalies de régionalisation de l'intestin primitif, avec une expression
ectopique de Shh associée a une absence d’expression de /hh (Indian hedgehog) et
de Pdx1 au niveau des territoires de l'estomac postérieur et du duodénum
(Haumaitre et al., 2005). Hnf1b est donc impliqué dans la régionalisation de I'intestin

primitif et contribue ainsi au bourgeonnement des organes qui en dérivent.

Les souris Hnffa™ n’ont aucun phénotype intestinal. Par ailleurs, I'inactivation de
Hnf1b spécifiquement dans les cellules intestinales matures n'a pas d'effet.
Néanmoins, la perte concomitante des deux facteurs dans les cellules intestinales
adultes est létale (D’Angelo et al., 2010). Les double-mutants meurent de
déshydratation dans les jours qui suivent l'inactivation. La déshydratation constatée
est due a la perte de Sic26a3, géne qui code un échangeur d’ion impliqué dans
I'absorption intestinale de I'eau. Les auteurs de cette étude ont d’ailleurs montré que
Hnfla et Hnflb contrGlent directement I'expression de Slc26a3. L’'épithélium
intestinal est caractérisé par un renouvellement cellulaire permanent qui requiert une
coordination finement régulée des mécanismes de différenciation, prolifération,
migration et mort cellulaires. Les marqueurs de différenciation terminale de
'ensemble des types cellulaire de I'épithélium intestinal sont trouvés dérégulés chez
les double-mutants. La voie Notch semble contribuer au phénotype observe, Jag1 et
Atoh1 étant des cibles directes de Hnfla/b. Ces résultats démontrent les réles
essentiels de Hnf1a/b dans la fonction et la différenciation terminale des cellules de

I'épithélium intestinal.

3. Réles dans le foie et la vésicule biliaire

Hnf1b est exprimé dans le bourgeon hépatique dés son apparition, vers E9.5 chez la
souris. Son expression se restreint rapidement a la partie postérieure du bourgeon
qui est a l'origine de la vésicule biliaire. Hnf1b est ensuite détecté dans les canaux
biliaires intrahépatiques (IHBD) qui envahissent progressivement le foie. Chez
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'adulte, Hnf1b est fortement exprimé dans les cellules épithéliales de la vésicule
biliaire et plus faiblement dans les hépatocytes périportaux localisés en périphérie
des lobules hépatiques (Coffinier et al., 1999b).

Les embryons Hnf1b" sauvés par agrégation tétraploide présentent une sévéere
hypoplasie hépatique liée a des anomalies de spécification du foie puis a un mauvais
développement du bourgeon hépatique (Lokmane et al., 2008). Ce phénotype est lié
est la perte de plusieurs marqueurs clés hépatiques tels que Hnfda, Prox1, FoxaZ2,
Alb, Afp, Hnf6 et Ttr. La méme étude a mis en évidence un défaut de réponse de
'endoderme ventral a la voie FGF essentielle a I'induction hépatique. Hnf1b est donc
nécessaire a l'intégration de signaux qui proviennent du mésoderme et qui dictent la

spécification hépatique de I'endoderme ventral.

L’inactivation de Hnf1b dans le foie au début de son développement a l'aide de la
lignée Alfo-Cre;Hnf16"2% induit un séveére retard de croissance et une jaunisse. Ce
phénotype résulte d’'une atteinte de la vésicule biliaire, et plus particulierement de
son réseau canalaire (pluristratification épithéliale, dilatation canalaire). Le
meétabolisme des hépatocytes est aussi altéré, avec une diminution de I'expression
du transporteur d’acides biliaires OATP1 et de 'enzyme d’oxydation des acides gras
VLCAD (Coffinier et al., 2002). Par ailleurs, une étude de 2011 a montré que
I'absence de Hnf1b ou Hnf6 induit des défauts de polarité épithéliale associés a une
perte de cils primaires, avec diminution de I'expression du géne ciliaire Cystin1
(Raynaud et al.,, 2011). Un an plus tard, trois patients porteurs de mutations
hétérozygotes de HNF1B ont été décrits souffrant de cholestase et présentant une
réduction voire une perte de cils primaires des canaux biliaires intrahépatiques
(Roelandt et al., 2012).

Ces études montrent un réle crucial de Hnf1b dans le développement du réseau de
canaux biliaires lors de I'embryogenése. Elles mettent aussi en lumiére 'implication
de Hnf1b dans la mise en place ou le maintien des cils primaires et de la polarité de
I'épithélium biliaire. Enfin elles révelent un réle hépatique de Hnf1b, impliqué dans le

meétabolisme des lipides.
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4. Réles dans le pancréas

Hnf1b est exprimé dans les premiers progéniteurs multipotents du pancréas,
lorsqu’ils bourgeonnent de l'intestin primitif aux alentours E9.5 chez la souris. A la fin
de la transition primaire (E12.5), Hnf1b est exprimé dans les progéniteurs bipotents
localisés au centre du bourgeon. En périphérie, se trouvent les progéniteurs
acinaires qui n’exprimeront jamais Hnf1b. Vers E14.5, une vague de différenciation
des progéniteurs bipotents conduit a I'apparition des premiéres cellules canalaires
matures. Dispersés dans [I'épithélium en formation, les progéniteurs bipotents
restants expriment Ngn3 et perdent progressivement I'expression de Hnf1b, formant
ainsi les progéniteurs endocrines (Maestro et al., 2003; Solar et al., 2009).

Les chiméres tétraploides Hnf1b"" ne parviennent pas démarrer I'organogenése du
pancréas. Le bourgeon pancréatique ventral est absent et le bourgeon dorsal
apparait transitoirement avant de se désagréger vers E13.5. Ce bourgeon dorsal
éphémeére exprime Pdx7 mais n’exprime pas Pifla, facteur de transcription
indispensable au maintien des progéniteurs pancréatiques multipotents. L’agénésie
pancréatique observée est essentiellement liée aux défauts de régionalisation de
l'intestin primitif (Haumaitre et al., 2005).

Dans le pancréas mature, Hnf1b est uniquement localisé dans I'épithélium canalaire.
Néanmoins, une faible activité transcriptionnelle de son géne a été détectée dans les
ilots et des lignées béta-cellulaires. Une étude de 2004 a analysé le role éventuel de
Hnf1b dans les cellules B, en inactivant son géne in vivo spécifiquement dans ces
cellules au moyen des lignées RIP-Cre et Hnf1b™. Cette inactivation induit
intolérance au glucose et diminution de la sécrétion d’insuline (Wang et al., 2004). En
2006, un autre groupe a analysé la lignée RIP-Cre indépendamment de tout
croisement. Cette lignée présente a elle seule une intolérance au glucose
probablement due a une anomalie de la sécrétion d’insuline, mettant en doute les

travaux de Wang et ses collegues (Lee et al., 2006).

Récemment, notre équipe a étudié le réle de Hnf1b dans le développement précoce
du pancréas. L’inactivation de Hnf1b dans les progéniteurs multipotents du pancréas
a été faite in vivo par croisement des lignées murines Pdx7-Cre et Hnf1b"™ (De Vas
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et al., 2015). Environ 70% des souris mutantes meurent au cours de la premiére
semaine de vie. L’analyse des pancréas mutants révéle une sévére hypoplasie
pancréatique, avec perte massive des cellules acinaires, absence de cellules
endocrines et altérations canalaires. Cette hypoplasie est corrélée a une diminution
drastique du pool de progéniteurs multipotents, dont la prolifération est diminuée et
'apoptose augmentée en comparaison aux contrdles. La dérégulation des voies
Notch et FGF, connues notamment pour leur implication dans la balance
prolifération/apoptose, contribue probablement au phénotype acinaire observé. Les
pancréas mutants présentent une diminution de I'expression de nombreux génes de
la maladie kystique, dont Cys1 et Glis3 identifiés pour la premiére fois comme cibles
directes de Hnf1b. Ce résultat est en lien avec les défauts canalaires observés
(kystes, altération de la polarité, absence de cils primaires). Enfin cette étude a
démontré une régulation directe de Ngn3 par Hnf1b, expliquant I'absence de cellules

endocrines chez les mutants.

Hnf1b représente donc un facteur clé de la spécification et du développement du
pancréas. Lors de I'embryogenése, il se place en amont d’'un réseau de régulation

complexe qui influe sur la mise en place des trois types cellulaires du pancréas.

5. Réles dans le rein et le systéme urogénital

Les chiméres tétraploides Hnf1b”" présentent des défauts sévéres d’arborisation du
bourgeon urétéral, de différenciation du canal de Wolff et de formation du canal de
Muller. De plus, le mésenchyme métanéphrique qui recouvrent le bourgeon urétéral
étant incapable de se condenser, il ne peut pas initier la néphrogenése. Ce
phénotype est lié a la dérégulation de plusieurs génes clés du développement rénal
tels que Pax2, Lhx1 et Wnt9b, tous des cibles directes de Hnf1b. Cette étude montre
que Hnf1b joue un rdle essentiel dans le développement précoce du systéme
urogénital (Lokmane et al., 2010).

L’inactivation de Hnfib dans le rein en développement induit un phénotype
polykystique et une létalité de 75% a P21. Les expressions des génes kystiques
Umod, Pkhd1, Pkhd2 et Polaris, identifiés comme cibles directes de Hnf1b, sont

diminuées chez les mutants. Ces génes sont notamment exprimés par le cil primaire,
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ce qui suggeére un lien étroit entre Hnf1b, cils primaires et kystogenéese (Gresh et al.,
2004). Par ailleurs, Hnf1b induit la répression transcriptionnelle de Socs3 dans les
canaux collecteurs, favorisant I'élongation des tubules sous l'action de la voie de
signalisation HGF (Ma et al., 2007). L’inactivation conditionnelle de Hnf1b dans les
progéniteurs des néphrons entraine une létalité précoce associée a une hypoplasie
rénale. Les mutants présentent une arborisation normale mais ne développent aucun
néphron. Ce défaut est associé a une diminution de I'expression de composants de
la voie Notch (Lfng, DIl1, Jag1) et des facteurs Irx1/2 (Heliot et al., 2013).

A partir de P10, I'élongation des tubules étant achevée, I'inactivation rénale de Hnf1b
n’induit pas de kystes. Néanmoins, suite a une lésion, une prolifération cellulaire est
nécessaire a la régénération du rein. L’absence de Hnf1b lors de cette phase de
prolifération conduit alors a I'apparition de kystes (Verdeguer et al., 2010).

Hnf1b est donc nécessaire a la bonne mise en place du systeme uro-génital, avec un

réle essentiel dans développement rénal et le maintien de ses structures tubulaires.

La figure 19 récapitule les principales fonctions de Hnf1b au cours du développement

embryonnaire de la souris.
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Figure 19 : Réles multiples de Hnf1b dans le développement embryonnaire de la souris.
Les genes dont I'expression est dérégulée suite a la perte de Hnflb sont indiqués en dessous de
chaque fonction concernée.

F. Mutations et maladies humaines

Spectre clinique

Chez 'Homme, des mutations autosomales dominantes de Hnf1b sont associées au
syndrome RCAD (Renal cyst and Diabetes). Les patients présentent un large spectre
clinique incluant hypoplasie pancréatique, altérations rénales, anomalies du tractus
génital et dysfonctions hépatiques. lls souffrent également d’'une intolérance au
glucose d’intensité variable qui vaut au syndrome RCAD le nom de MODYS.

Les premiers signes cliniques de la pathologique se manifestent classiquement lors
de I'enfance ou I'adolescence. L’atteinte n’est pas toujours généralisée et peut ne
concerner que quelques-uns des organes précédemment cités. Par exemple, alors

qu'une atteinte rénale est diagnostiquée chez prés de 90% des patients et que
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l'intolérance au glucose a une prévalence de 45%, la cooccurrence des deux

symptémes n’est trouvée que chez 27% des sujets (Chen et al., 2010).

Au niveau du foie, les atteintes sont modérées avec une élévation asymptomatique
des taux sériques d’alanine aminotransférase et de y-glutamyl transpeptidase.
Plusieurs patients souffrent d’'une diminution des sécrétions biliaires associée a une
réduction du nombre de canaux biliaires intrahépatiques et a une fibrose périportale.
Dans quelques cas, une atteinte des cils primaires de I'épithélium biliaire a été
constatée (El-Khairi and Vallier, 2016).

Sur le plan rénal, le défaut le plus frequemment constaté est la présence de kystes.
Une hypoplasie rénale est également souvent rencontrée. De fagon moins fréquente,
les patients peuvent présenter un rein en fer a cheval ou une agénésie rénale
unilatérale. Ces altérations peuvent conduire a une insuffisance rénale. Enfin, une
hypomagnésie est diagnostiquée chez la moitié des enfants atteints. Elle est la
conséquence directe des atteintes tubulaires, le rein jouant un réle essentiel dans

'homéostasie du magnésium (Chauveau et al., 2013).

Des anomalies du tractus génital ont été mises en évidence chez quelques patients.
Il s’agit essentiellement de malformations utérines liées a un défaut de fusion des

canaux de Muller (Verhave et al., 2016)

Peu décrits, certains troubles neuropsychiatriques sembleraient étre liés a des
mutations de HNF1B. Dans une cohorte de 53 enfants porteurs d’'une délétion de
HNF1B, trois d’entre eux présentaient un retard mental associé a des troubles
autistiques (Loirat et al., 2010) Dans une autre étude, des tests cytogénétiques a
grande échelle ont révélé une fréquence élevée de délétion de HNF1B parmi une
cohorte de patients atteints de troubles neurologiques. Les patients concernés
souffraient d’autisme ou de schizophrénie, suggérant des liens entre HNF1B et ces
deux pathologies (Moreno-De-Luca et al., 2010). Ces conclusions restent néanmoins
controversées puisque lI'ensemble des cas rapportés font état d’'une délétion
génomique 17912 emportant non seulement HNF1B mais également des genes
contigus qui pourraient jouer un réle dans le phénotype observé (Laffargue et al.,
2015).
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Au niveau du pancréas, les patients MODY5 présentent classiquement une
hypoplasie pancréatique associée a des altérations des fonctions exocrine et de la
cellule B. Une étude de 2013 a analysé les fonctions acinaires et canalaires de sept
patients souffrant de MODY5. Le taux pancréatique de bicarbonates et I'activité des
lipases sont trouvés significativement diminués chez les patients porteurs de la
mutation. Cependant, le volume des sécrétions pancréatiques est augmenté chez
ces mémes individus. Cette étude met en évidence une altération des fonctions
exocrines chez les patients MODYS et suggére un mécanisme de compensation
basé sur une hypersécrétion (Tjora et al.,, 2013). D’autres études ont confirmé
I'atteinte exocrine en mesurant des taux diminués d’élastase fécale chez les patients
MODYS5 (Haldorsen et al., 2008; Dubois-Laforgue et al., 2014).

L’origine moléculaire de lintolérance au glucose des patients MODY5 n’est pas
connue. Elle semble provenir d’'un défaut relatif de la sécrétion d’insuline en réponse
au glucose. Cette atteinte, de sévérité variable, peut progresser vers une insulino-
dépendance (Bellanné-Chantelot et al., 2004; Bingham et al., 2000; Furuta et al.,
2002; Lindner et al., 1999). Hnf1b n’étant pas exprimé dans la cellule 3, 'hypothese

principale expliquant I'atteinte endocrine est basée sur un défaut du développement.

Ngn3, facteur clé de la différenciation endocrine, est exprimé transitoirement au
cours de l'embryogenése. Hnflb est nécessaire a l'expression de Ngn3. Une
mutation de Hnf1b pourrait donc perturber la mise en place des différents sous-types
endocrines. L’analyse histologique de deux foetus humains porteurs d’une mutation
de HNF1B a d’ailleurs révélé une désorganisation des flots, une diminution de la
densité des cellules B et une perte d’expression de GLUTZ2. Les résultats de cette
étude étayent I'hypothése de l'origine embryonnaire du MODYS5 (Haumaitre et al.,
2006).

Enfin, indépendamment du RCAD, de récentes études ont montré qu’une diminution
de I'expression du géne HNF1B est associée a un risque de cancers ovarien, de la
prostate et hépatocellulaire (Ross-Adams et al., 2016; Shim et al., 2013). Par
ailleurs, I'analyse de biopsies pancréatiques issues de patients atteints de PDAC a
révélé un lien entre diminution de I'expression de HNF1B et cancer du pancréas
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(Janky et al., 2016). Ces données attribuent ainsi a Hnflb un réle potentiel de

suppresseur de tumeur dans le cancer du pancréas.

Mutations rencontrées

Dans le cadre du MODYS5, plus de 100 mutations de Hnf1b sont aujourd’hui
recensées (Alvelos et al., 2015). Ces mutations peuvent étre de tous types (faux-
sens, non-sens, insertions/délétions). Une délétion totale de HNF1B est également
possible. 65% des mutations sont localisées dans les domaines POUy et POUs. Plus
rarement, elles peuvent affecter les domaines de dimérisation et de transactivation
(Chen et al., 2010; Edghill et al., 2006). Il est toutefois important de signaler qu'il
n’existe aucune corrélation entre la localisation de la mutation et le phénotype
observé. Ainsi, des patients MODY5 d'une méme famille peuvent présenter des
manifestations cliniques différentes de la maladie. Il peut toutefois exister un lien
entre le type de mutation et le phénotype observé. Par exemple les anomalies
rénales sont préférentiellement associées a des mutations d’épissage tandis que les

diabétes sont plus souvent liés des mutations non-sens.
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Figure 20 : Localisation des mutations de HNF1B chez ’'Homme.
Traduit de (Clissold et al., 2015).
Les boites vertes numérotées correspondent aux exons. Les domaines fonctionnels de la protéine
sont indiqués sous le transcrit. Chaque symbole représente une mutation identifiée chez ’'Homme.
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lll. Les histone désacétylases
A. Généralités sur I'épigénétique

En 1942, Conrad Waddington utilisa pour la premiére fois le terme épigénétique pour
décrire les interactions entre les genes et leurs produits menant au phénotype d’un
organisme. Depuis, la définition de I'épigénétique a évolué, et c’est aujourd’hui celle
d’Arthur Riggs qui est généralement prise en compte. Elle date de 1996 et attribue a
I'épigénétique les modifications transmissibles de I'expression des genes ayant lieu
sans altération de la séquence d’ADN (Choudhuri, 2011). Bien que [I'état
épigénétique soit transmissible, il n'est pas figé. Il est soumis a I'influence de facteurs
environnementaux et de processus liés au vieillissement. Des modifications
épigénétiques spécifiques sont susceptibles de conduire au développement de
maladies graves comme certains cancers (Sharma et al., 2010). Ces modifications
étant potentiellement réversibles, I'épigénétique ouvre de grandes perspectives
thérapeutiques.

Les modifications épigénétiques sont réparties en trois groupes : la méthylation de
I’ADN, les modifications chimiques des histones et les ARN non codants (ARNnc ou
ncRNA) (Figure 21).

La méthylation de 'ADN consiste en I'ajout d’'un groupe méthyle au niveau d’ilots
CpG (Cytosine suivie d'une Guanine). Elle joue généralement un rdéle de répression
de I'expression des génes. Cet effet s’exercerait par encombrement stérique du
groupe methyle, diminuant l'accessibilité des facteurs de transcription a leur
séquence cible. La réaction de méthylation de 'ADN est catalysée par les ADN

méthyltransférases (DNMT).

Le génome des cellules eukaryotes est transcrit a 90%. Néanmoins, seuls 1 a 2%
des transcrits sont ensuite traduits en protéines. La vaste majorité des ARN ne code
donc pas pour des protéines. Ces ARN sont regroupés sous le terme d’ARN non
codant (ncRNA). Les faibles niveaux d’expression des ncRNA suggeérent qu'ils
participent essentiellement a des mécanismes de régulation de I'expression des

génes. Les deux groupes de ncRNA les plus largement étudiés sont les longs
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ARNnNc (IncRNA) et les micro-ARN (miRNA). Les miRNA ont une taille comprise en
20 et 24 nucléotides. lls agissent en amont de la traduction, essentiellement par
fixation puis déstabilisation de 'ARNm, jouant ainsi un réle de répresseurs de
I'activité des génes. Les INcCRNA ont une taille supérieure a 200 nucléotides. Leurs
réles sont multiples. lls peuvent agir aux niveaux transcriptionnel ou traductionnel,
notamment par remodelage de la chromatine, recrutement de complexes protéiques

ou interaction avec d’autres ncRNA (Kaikkonen et al., 2011).

A des fins de compaction, 'ADN est enroulé autour dhistones, formant le
nucléosome. Les extrémités N-terminales des histones se projettent a I'extérieur du
nucléosome et sont appelées queues des histones. Les queues des histones sont
accessibles a des modifications chimiques impliquées dans la régulation du degré de
condensation du nucléosome. Dans un état fortement condensé, la chromatine est
associée a une faible activité transcriptionnelle et porte le nom d’hétérochromatine. A
l'inverse, 'euchromatine désigne une chromatine moins dense associée a une forte
activité transcriptionnelle. Les modifications chimiques de la queue des histones
peuvent étre de différentes natures : phosphorylations, méthylations, acétylations,
ubiquitinylations, sumoylations, acétylations, glycosylations, etc. Outre leur impact
sur la condensation de la chromatine, ces modifications jouent également un rdle
dans le recrutement de complexes protéiques qui contrélent I'expression des genes.
Ainsi, la variété des modifications chimiques associée a la diversité des résidus
qu’elles peuvent toucher participent a 'abondance des possibilités de régulations
possibles. Bien que les effets des modifications chimiques des histones soient
difficilement prévisibles, certaines réactions peuvent avoir une influence positive ou
négative sur l'accessibilité de la chromatine aux facteurs de transcription. Ainsi,
I'acétylation de la queue des histones, catalysée par les histone acétyltransférases
(HAT), est généralement associée a un état permissif de la chromatine. L'acétylation,
réalisée sur des résidus lysine, neutralise les charges positives des extrémités N-
terminales des histones. En conséquence, I'affinité des histones pour la molécule
d’ADN chargée négativement diminue, induisant la relaxation de la chromatine. Une
chromatine hyperacétylée est donc souvent associée a un état transcriptionnel actif.
A linverse, la désacétylation des histones par les histone désacétylases (HDAC)
entraine généralement une compaction de la chromatine associée a une répression

de la transcription.
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Figure 21 : Les trois groupes de modifications épigénétiques.
D’aprés (Quilichini and Haumaitre, 2015).

B. Les différentes classes d’histone désacétylases

Les HDAC des mammiféres sont réparties en 4 classes sur la base de leur
homologie de séquence avec difféerentes HDAC de la levure, de leur activité
catalytique et de leur cofacteur.

- Les HDAC de classe | présentent une forte homologie avec Rpd3, une histone
désacétylase de la levure. |l s’agit des HDAC1, 2, 3 et 8.

- Les HDAC de classe Il présentent une forte homologie avec HDA1, autre
histone désacétylase de la levure. La classe lla comprend les HDACA4, 5, 7 et
9. La classe llb est constituée des HDACG6 et 10.

- Les HDAC de classe lll sont composées de 7 sirtuines: SIRT1 a 7. Elles
présentent une forte homologie avec I'histone désacétylase Sir2p de la levure.
Leur activité enzymatique nécessite I'implication du cofacteur NAD". Toutes
les autres classes sont zinc-dépendantes.

- Laclasse IV est représentée par HDAC11.

L’activité désacétylase des HDAC ne se limite pas aux histones. De ce fait, les
HDAC sont également appelée KDAC, ou lysine désacétylases. Certaines HDAC
sont ainsi présentes dans le cytoplasme ou elles régulent l'activité de diverses
protéines.

Les HDAC de classe | sont composées d’'un domaine N-terminal qui porte 'activité
désacétylase et d'un petit domaine C-terminal qui contient des sites de
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phosphorylation nécessaires a leur activité (excepté pour HDACS8 dont le site de
phosphorylation est N-terminal). Elles ont un profil d’expression ubiquitaire et sont
retrouvées majoritairement dans le noyau ou elles exercent leur fonction d’histone
désacétylase. Toutes les HDAC de classe | possedent un domaine de localisation
nucléaire NLS. HDAC3 posséde également un domaine d’export nucléaire NES,

suggérant qu’il peut également étre localisé dans le cytoplasme.

N (o
HDAC1 482 aa
HDAC2 488 aa
HDAC3 428 aa
HDAC8 377 aa

Domaine enzymatique lysine désacétylase

Site de phosphorylation

Figure 22 : Structure des HDAC de classe |.
D’apres (Haberland et al., 2009).

Les HDAC de classe lla sont composées d’une large partie N-terminale comportant
des domaines de liaison au facteur de transcription MEF2 et a la protéine
chaperonne 14-3-3, cette derniére permettant une translocation du noyau vers le
cytoplasme. Leur domaine catalytique est localisé en C-terminal. A l'inverse des
HDAC de classe |, les HDAC de classe lla ont un profil d’expression restreint.
HDACS5 et HDACO sont enrichies dans les muscles et le cceur, HDAC4 est fortement
exprimée dans le cerveau et les os et HDAC?7 est principalement exprimée dans les
thymocytes et les cellules endothéliales. Les HDAC de classe lla sont trouvées dans

les compartiments nucléaire et cytoplasmique.
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HDAC4 S S S
HDAC5 S S S
HDAC7 SISH™S S
HDAC9 S S S

Domaine enzymatique lysine désacétylase

S| Site de liaison a la protéine 14-3-3

Site de liaison au facteur de transcription Mef2

1084 aa

1122 aa

912 aa

1069 aa

Figure 23 : Structure des HDAC de classe lla.

D’apres (Haberland et al., 2009).

Les HDAC de classe lIb regroupent HDAC6 et HDAC10. Elles ont pour particularité

de présenter deux domaines enzymatiques consécutifs en N-terminal. Ces deux

domaines sont fonctionnels chez HDACG6 tandis que lI'un d’eux est inactif chez

HDAC10. HDACG6 posséde un domaine en doigt de zinc en C-terminal capable de

lier les ubiquitines. Elle est enrichie dans le foie, le coeur, les reins et le pancréas.

HDAC10 présente un domaine C-terminal riche en leucine. Elle est essentiellement

exprimée dans le foie, le rein, la rate et le pancréas. HDAC6 et HDAC10 ont une

localisation essentiellement cytoplasmique.

HDAC6

Domaine enzymatique lysine désacétylase

Domaine en doigt de zinc

. Domaine riche en leucine

HDAC10 -

1215 aa

669 aa

Figure 24 : Structure des HDAC de classe lib.

D’apres (Haberland et al., 2009).
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Les HDAC de classe lll, ou sirtuines, présentent un domaine catalytique fortement
conservé qui est encadré de domaines N- et C-terminaux spécifiques a chacune
d’elles. Les sirtuines difféerent également par leur localisation sub-cellulaire
(Figure 25). Contrairement aux autres classes de HDAC, certaines sirtuines ne
comportent pas de fonction désacétylase, remplacée par une activité ADP-ribosyl

transférase et les excluant de la plupart des tables de classification des HDAC.

N C
SIRT1 D 747aa Euchroatine
SIRT2 D et ART 389 aa Cytoplasme
SIRT3 D et ART 399 aa Mitochondrie
SIRT4 ART 314 aa Mitochondrie
SIRTS D 310 aa Mitochondrie
SIRT6 ART 355aa Hétérochromatine
SIRT7 D 400 aa Nucléole

Figure 25 : Structure des HDAC de classe lll et localisation subcellulaire.
D : Activité Désacétylase, ART : Activité ADP-Ribosyl Transférase
D’apres (Kitada et al., 2013; Michan and Sinclair, 2007).

HDAC11 est l'unique représentante des HDAC de classe IV. Son domaine
enzymatique présente de fortes homologies avec celui des HDAC de classe | et Il
Elle est enrichie dans le cerveau, le muscle squelettique, le cceur et les reins.

HDAC11 est trouvée dans les compartiments nucléaire et cytoplasmique.
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HDAC11 347 aa

Domaine enzymatique lysine désacétylase

Figure 26 : Structure de HDAC11, HDAC de classe IV.
D’apres (Haberland et al., 2009).

C. Roles des histone désacétylases de classe |

Au cours des 15 derniéres années, les techniques de transgenése animale ont
permis une ample identification des fonctions biologiques des histone désacétylases

de classe |, avec un intérét particulier pour les HDAC1, 2 et 3.

1. Rbles extrapancréatiques

HDAC1 et HDAC2
Les souris HDAC1" meurent avant E10.5. Cette létalité embryonnaire est due a de

séveres deéfauts de prolifération cellulaire associés a la surexpression de p217,
protéine inhibitrice des CDK (Lagger et al., 2002) Chez le poisson zébre, des
mutations de HDAC1 perturbent la neurogenése et la spécification de la rétine en
dérégulant les voies Notch et Wnt (Cunliffe, 2004; Stadler et al., 2005; Yamaguchi et
al., 2005; Cunliffe and Casaccia-Bonnefil, 2006). Egalement chez le poisson zébre,
HDAC1 semble impliqué dans les spécifications du foie et du pancréas exocrine
(Noél et al., 2008).

L’inactivation globale de HDACZ2 chez la souris induit de graves défauts cardiaques :
une prolifération anarchique des cardiomyocytes mene a I'obstruction du ventricule
droit, causant une |étalité périnatale (Montgomery et al., 2007).

Les inactivations conditionnelles de HDAC1 ou HDACZ2 dans différents tissus tels
que le muscle, le cceur ou le systéme nerveux n’ont aucun effet. Cela proviendrait
d’'une redondance fonctionnelle des deux enzymes au cours du développement tardif

et de la vie post-natale (Montgomery et al., 2007). HDAC1 et HDAC2 présentent

57



d’ailleurs une forte homologie de séquence, d’environ 87%. Dans la plupart des
tissus, les délétions concomitantes de HDAC1 et HDAC2 sont donc requises a
I'observation d’effets phénotypiques. Ainsi, les inactivations conjointes de HDACT et
HDACZ2 dans le muscle squelettique conduisent une |étalité périnatale de 40% liée
notamment a des perturbations de la mitochondrie (Moresi et al., 2012). La méme
stratégie dans les oligodendrocytes en développement induit une perte totale des
cellules recombinées (Ye et al., 2009). Enfin, dans la moelle osseuse, la double
inactivation HDAC1/2 cause une anémie (carence en hémoglobine) associée a une
thrombopénie (carence en plaquettes sanguines), démontrant le role de ces deux
facteurs dans la différenciation des lignages érythrocytaires et megacaryocytaire
(Wilting et al., 2010).

HDAC3

Les souris HDAC3" meurent avant E9.5 pour cause d’anomalies au cours de la
gastrulation (Bhaskara et al., 2008; Montgomery et al., 2008). L'inactivation de
HDAC3 dans des fibroblastes embryonnaires murins mis en culture induit des
défauts dans la progression du cycle cellulaire et dans la réponse aux dommages a
'ADN. Chez le poisson zébre, l'injection d’'un moprholino antisens de HDAC3 au
cours du développement a montré, comme pour le cas de HDACH1, un réle de cette
protéine dans la spécification du foie et du pancréas exocrine (Farooq et al., 2008).
L’inactivation conditionnelle de HDAC3 dans les cardiomyocytes engendre une
sévere hypertrophie cardiaque associée a un défaut du métabolisme énergétique
cardiaque (Montgomery et al., 2008). L’inactivation hépatique et post-natale de
HDACS3 induit une hépatomégalie due a une hypertrophie des hépatocytes. Ce
phénotype est associé a une dérégulation de I'homéostasie métabolique du foie,
avec une lipogenése hépatique exacerbée et un défaut de stockage du glycogéne
(Knutson et al., 2008).

2. Réles dans le pancréas

Les études consacrées a l'analyse du réle des HDAC dans le pancréas sont peu
nombreuses. Les données actuelles reposent en grande partie sur les travaux de C.
Haumaitre et ses collégues essentiellement basés sur l'utilisation d’inhibiteurs des
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HDAC (HDACI). Leur équipe a d’'abord mis en évidence I'expression pancréatique
des HDAC de classe | et Il lors de 'embryogenése et chez I'adulte, avec une activité
histone désacétylase significativement plus marquée lors du développement
(Haumaitre et al., 2008). Sur la base de cette observation, ils ont analysé I'effet des
HDACI sur le devenir d’explants pancréatiques embryonnaires mis en culture. Ces
inhibiteurs ciblaient spécifiquement les HDAC de classe | (VPA et MS275) ou de
classe | et Il (TSA et NAB). Quel que soit I'inhibiteur utilisé, les traitements affectaient
la différenciation exocrine en abolissant la différenciation acinaire au profit d’une
différenciation canalaire. Parallélement, les traitements induisaient une augmentation
du pool de progéniteurs endocrines. Selon le traitement, la différenciation des
cellules B et o était favorisée (TSA et NAB) ou atténuée (VPA et MS275) (Haumaitre
et al., 2008, 2009). Enfin, dans une étude ultérieure, et par des approches in vivo et
ex vivo, ils ont montré le réle crucial des HDAC de classe Il dans la régulation des
lignages f- et 5-cellulaires (Lenoir et al., 2011). Ces travaux ont ainsi démontré le
réles essentiels des HDAC, dont les HDAC de classe |, dans le développement

embryonnaire du pancreéas.

Les HDAC semblent également impliqués dans la fonction et la plasticité des cellules
pancréatiques. Une étude in vitro a montré qu’en condition de faible concentration en
glucose, HDAC1 et -2 s’associent a Pdx1 pour inhiber la synthése d’insuline (Mosley
and Ozcan, 2004). Cela suggére que les HDAC de classe | participent a la régulation
de 'homéostasie du glucose par un effet direct sur le pancréas. Récemment, une
étude américaine a analysé in vivo le réle des HDAC de classe | dans la
régénération du pancréas exocrine. L'administration de VPA aprés traitement a la
céruléine, composé cytotoxique spécifique des cellules acinaires, perturbe la
régénération du pancréas, suggérant I'implication des HDAC de classe | dans le
processus de régénération pancréatique (Eisses et al., 2015).

L’ensemble de ces analyses démontre la pléiotropie des réles de HDAC1/2 et de
HDACS3 dans le développement et la fonction de nombreux tissus, dont le pancréas.
Néanmoins, les cibles moléculaires et les modes d’action de ces protéines restent
faiblement documentés. L'étude des HDAC est donc incontournable a I'amélioration
de nos connaissances des processus epigénétiques qui régulent le développement
et la fonction du pancréas.
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OBJECTIF DES TRAVAUX DE THESE

Au cours de I'embryogeneése, divers facteurs génétiques et épigénétiques assurent
une régulation fine du développement du pancréas. Aprés la naissance, nombreux
de ces facteurs participent également au maintien de l'identité cellulaire qui est
cruciale au fonctionnement du pancréas. L’objectif de la thése est d’identifier des
réseaux de régulation impliqués dans le développement et le maintien de I'identité et
de la fonction des cellules du pancréas. La these s’articule en 3 parties :

1. Régulation génétique de ’homéostasie des cellules exocrines du pancréas :
réle de Hnflb. De récentes études menées par notre équipe ont démontré que le
facteur de transcription Hnf1b est indispensable au développement du pancréas.
Apreés la naissance, le réle de Hnf1b restait a élucider. Afin de caractériser le réle de
Hnf1lb dans I'homéostasie des cellules exocrines, nous avons inactivé Hnf1b
spécifiquement dans les canaux du pancréas apres la naissance, a des stades ciblés
chez la souris. Cette étude constitue la partie principale de la thése et fait I'objet d’un
article en cours de finalisation intitulé « Pancreatic ductal deletion of Hnf1b disrupts
exocrine homeostasis and leads to pancreatitis and neoplasia ».

2. Etude d’un modeéle murin de MODYS5. La pathologie humaine MODY5 est
associée a des mutations hétérozygotes de HNF1B. Or, les souris Hnf1b"" ne
présentent aucun défaut pancréatique. Dans le but d’'améliorer la compréhension de
cette pathologie, nous avons étudié le premier modéle murin de MODY5, généré par
insertion hétérozygote d’'une mutation identifiée chez 'Homme. Cette étude fait
'objet d’un article en préparation intitulé « New insights in MODY5 etiology and
physiopathology with a MODY5 mouse model ».

3. Régulation épigénétique de la régénération acinaire du pancréas : role de
HDACS3. Sur le plan épigénétique, notre équipe a précédemment examiné le rble des
HDAC de classe | dans le développement du pancréas. Afin de compléter cette
étude, et basés sur l'analogie des voies qui régulent le développement et la
régénération du pancréas, nous nous sommes interrogés sur le réle des HDAC dans
la régénération pancréatique. Nous avons analysé in vivo, chez la souris, la capacité
de régénération des pancréas inactivés pour HDAC3 spécifiguement dans le

compartiment acinaire mature.
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Article 1 : Pancreatic ductal deletion of Hnflb disrupts exocrine

homeostasis and leads to pancreatitis and neoplasia

En préparation
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Abstract

The exocrine pancreas consists of acinar cells that produce digestive enzymes
transported to the intestine throught a branched ductal epithelium. Pathologies associated with
the exocrine pancreas include pancreatitis and pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC). To
investigate the role of pancreatic ducts in exocrine homeostasis, we inactivated Hnf1b in vivo
in mouse pancreatic ductal cells postnatally. The transcription factor Hnf1b is first expressed
in pancreatic progenitors, then restricted to ductal cells from late embryogenesis, whereas it is
not expressed in acinar cells. We have previously shown that Hnflb is crucial for pancreas
morphogenesis but its postnatal role was still unelucidated. Interestingly, postnatal Hnf1b
inactivation leads to chronic pancreatitis in adults. Hnf1bh mutant pancreata display dilatation
of ducts, loss of acinar cells, acinar-to-ductal metaplasia and lipomatosis. We depicted the
molecular mechanisms involved, with downregulation of cystic disease-associated genes,
especially Pkhdl and Cysl, loss of primary cilia, upregulation of signalling pathways such as
Hippo/Yap and Notch. We also show that loss of Hnflb in adult pancreatic ducts is associated
with impaired regeneration and sensitize acinar cells to injury-induced reprogramming.
Moreover, Hnf1b mutants developped precursor lesions similar to pancreatic intraepithelial
neoplasia (PanINs). Thus, loss of Hnf1b triggers pancreatitis, lipomatosis and neoplasia. Our
results show that perturbed ductal homeostasis resulting from primary cilia loss leads to
pancreatitis and predisposes to cancer. Our findings reveal that Hnflb deficiency may
contribute to diseases of the exocrine pancreas and could gain further insight into the etiology

of pancreatitis and tumorigenesis.
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Introduction

The exocrine compartment of the pancreas secretes enzymes to contribute to food digestion. It
consists of acinar cells that produce enzyme precursors and an intricate system of ducts that
transport them to the duodenum. The duct epithelium secretes the fluid that carries the
digestive enzymes and bicarbonate, which neutralizes gastric acids and adjusts a pH favorable
for proenzyme activation in the duodenum. The pancreatic ductal tree comprises the main
pancreatic duct that drains into the intestine, interlobular ducts, that link the acinar lobules to

the main duct, small intralobular ducts, and fine intercalated ducts that connect to acini [1].

In vertebrates, pancreatic duct morphogenesis initiates with the formation of microlumens that
coalesce and expand into a continuous luminal network. This network gives rise to “primitive
ducts”, consisting of a monolayered polarized epithelium, which subsequently remodels and
matures into a tubular system. Pancreas ductal development notably requires signalling
pathways such as Notch pathway [2,3], the activity of transcription factors such as Hnf6 [4,5],

and function of the organelle primary cilia [6,7].

Congenital alterations affecting the development or function of pancreatic ducts can lead to
severe human diseases, including cystic fibrosis or pancreatitis [8]. Chronic pancreatitis is
characterized by fibroinflammatory changes of the pancreatic tissue and has been shown to be
a risk factor for pancreatic cancer [9]. Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the
most lethal malignancies in humans. Pathogenesis is believed to occur through the
progression of precursor lesions, and the most well described are pancreatic intraepithelial

neoplasia (PanIN).

68



Despite these advances, it is clear that a more comprehensive picture of pancreatic duct
differentiation and function requires identifying additional gene functions regulating this
process. In the present study, we focus on the transcription factor Hnflb. It is first expressed
in pancreatic progenitors, then restricted to ductal cells from late embryogenesis, whereas it is
not expressed in acinar cells [10-12]. We have previously shown that Hnflb is crucial for
duct morphogenesis during embryogenesis [12]. Here, we investigate its role in differentiated
ducts after birth. We observed that loss of Hnflb leads to dramatic decrease in specific cystic-
disease gene expression, loss of the primary cilium, deregulation of Hippo/Yap pathway.
Thus, Hnflb has a crucial function in the regulatory network controlling differentiated
epithelial ductal cells and maintenance of the primary cilium. Hnf1bh mutant pancreata further
display dilatation of ducts, loss of acinar cells, acinar-to-ductal metaplasia, inflammatory
infiltration, fibrosis and lipomatosis. This was associated with deregulation of Hippo/Yap,
EGFR, Notch, and TGF- s signalling.

Our data reveal a crucial role of Hnflb in the maintenance of the primary cilium in
differentiated ducts. Our findings further underscore the close link between ciliary defects and
pancreatitis, with altered acinar homeostasis. Moreover, our results show that loss of Hnflb
leads to pancreatic neoplasia. This study suggests that Hnf1b deficiency may contribute to
diseases of the exocrine pancreas and could gain further insight into the etiology of

pancreatitis and risk of neoplasia.
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Material and Methods

Mouse lines

The Hnflb conditional knockout (Hnf1b™"* denoted as Hnfl1b™"**) carrying LoxP sites
flanking exon 4 [12] and Sox9-CreER' [13] lines have been previously described. The
R26R™™ line (B6.129X1-Gt(ROSA)26Sortm1(EYFP)Cos/J) from the Jackson Laboratory
was used to assess recombination efficiency. We performed a conditional deletion of Hnf1b in
pancreatic ducts by crossing the Hnf1b-floxed mouse line with the tamoxifen (TM)-inducible
Sox9-CreER" line to generate Sox9-CreER;Hnf1b™" mice referred to as mutants. Hnflb™ " or

—+, .
/Flox mice

Hnfl1b™ mice were referred to as controls. Heterozygous Sox9-CreER;Hnflb
showed no phenotype (data not shown). Animal experiments were conducted in accordance
with French and European ethical legal guidelines and the local ethical committee for animal

care (Comité d'éthique en expérimentation animale Charles Darwin N°5, approval number N°

01508).

Tamoxifen treatment

Tamoxifen (Sigma-T5648) was dissolved at 25 mg/ml in corn oil and administrated
intraperitoneally to mice at a dose of 7mg/40g of mouse. For postnatal inactivation, tamoxifen
injections were performed on lactating females during 3 consecutive days following birth,
with 1 injection per day. Pups got tamoxifen through breast milk. Dissections were done at
P8, P25, 2-months and 5-months. For adult inactivation, Tamoxifen was injected during 4

consecutive days, with 1 injection per day, to 10-weeks old mice.

70



Cerulein treatment

2 weeks after adult Hnf1b inactivation with TM injections, mice were injected with cerulein
(Sigma-C9026), a decapeptide analogue of pancreatic secretagogue cholecystokinin, at a dose
corresponding to 75 pg/kg of mouse. Cerulein was dissolved at 1 mg/ml in NaCl and
administrated intraperitoneally to mice with 5 ul/g of mouse for 2 consecutive days with 7
injections per day. Dissections were done at 3 different times to follow destruction and
regeneration of acinar cells: at the day of cerulein injection (day 0), at the day when acute
pancreatitis was induced (day 3), and at the day when pancreas was almost regenerated in

normal conditions (day 7).

Histology, Immunohistochemistry and Immunofluorescence

Dissected pancreases were fixed in 4% formaldehyde overnight and embedded in paraffin.
Sections (7 um thick) were prepared, deparaffinised and rehydrated for histological stainings.
For Hematoxylin & Eosin coloration, slides were colored with Harris solution (Sigma-
HHS16) for 1 min and in Eosine (Sigma-HT110216) for 3 min. For Masson’s Trichrome
staining, slides were colored with Harris for Smin, rinsed with lithium carbonate and water,
then colored with Funchsin-Ponceau for 3 min and rinsed with acidified water and 1%
phosphomolibdic acid. Slides were then colored with 1% light green for 20 min and rinsed
with acidified water. For Alcian Blue coloration, slides were colored with Alcian Blue
solution (pH2.5) for 30 min, prepared with Alcian Blue 8GX (Sigma-A3157) in 3% acetic
acid, rinsed with water and counterstaining with Nuclear Fast Red solution for 5 min. Slides
were dehydrated before mounting. Sections were processed for immunofluorescence or
immunohistochemistry using a previously described protocol [14]. Briefly, epitope retrieval
was performed by heating the slides in a microwave in citric acid buffer (10mM, PH:6).

Permeabilization was performed in PBS/TritonX-100 0,3%, and sections were incubated in
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blocking solution (10% milk, 1% BSA 0.1% 10X Triton-X in PBS 1X or 1,5% Horse/Goat
Serum in PBS 1X) before antibody staining. Nuclei were stained with DAPI (1/1000-Sigma)
in secondary antibody staining step. For signal amplification, we used a biotinylated anti-
rabbit or anti-goat antibody before satining with Steptavidin-Alexa594 or Steptavidin-
Alexa488. For immunohistochemistry experiments, slides were incubated in 1% H202/50%
methanol solution before blocking to eliminate endogenous peroxidase activity. The
VECTASTAIN peroxidase ABC system (Vector) was used for Sox9, F4/80, vimentin and
Claudinl8 immunostainings. Nuclei were counterstained with Hematoxylin. Primary
antibodies are listed in Table 1. Images were acquired using Zeiss Axio Observer.Z1

microscope.

Quantification of duct area, Quantification of Proliferation and apoptosis

Quantifications of Sox9+ and Amylase+ cells at P8 were performed with at least 2 sections
per pancreas (Control, n=4; Mutant, n=4). More than 15 000 Sox9+ and 22 000 Amylase+
cells were counted for each genotype. The numbers of Sox9+ and Amylase+ cells per mm?2
were obtained by dividing the numbers of Sox9+ and Amylase+ cells by the corresponding
cross-sectional areas.

Proliferation of ductal and acinar cells was determined by immunolabeling with Phospho-
histone H3 (PPH3) and Sox9 or Amylase antibodies respectively. Positive cells were scored
from at least 3 non-overlapping fields for each section at 10X magnification. The percentages
of PPH3 positive cells was calculated by dividing the number of ductal or acinar cells stained
with PPH3 by the total number of cells expressing Sox9 or Amylase. Quantification was

performed with at least 2 sections per pancreas (Control, n=4; Mutant, n=4).

Acinar cell apoptosis was determined with a Terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated
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dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL) analysis, performed using an in situ cell death
detection kit (Roche Diagnostics) and followed by amylase immunostaining. Apoptosis was
quantified by counting the number of labelled nuclei. The percentage of TUNEL-positive
cells was calculated by dividing the number of TUNEL+/Amylase+ cells by the total number
of Amylaset+ acinar cells. Quantification was performed with 3 sections per pancreas
(Control, n=4; Mutant, n=4). More than 100 TUNEL stained acinar cells were counted in
controls and more than 800 in mutants. All countings were performed with Adobe Photoshop

CS4.

RNA extraction, Reverse-Transcription and quantitative PCR (RT-qPCR)

Total RNA from adult pancreas was isolated using RNeasy Mini-kit (Qiagen) and then
reverse transcribed using the superscript RT II Kit with random hexamers (Invitrogen). gPCR
was performed using a SYBR Green master mix (Eurobiogreen QPCR Mix, Hi-ROX,
Eurobio). Primer sequences are provided in Table 2. The method of relative quantification
was used to calculate expression levels, normalized to cyclophilin A and relative to wild-type

cDNA from E15.5 pancreata. Values are shown as mean+s.e.m.

Statistical analysis

Statistical significance was determined using Student’s t-test or the non parametric Mann-
Whitney’s U test when appropriate. Statistical analyses were carried out with GraphPad Prism
6.0 (GraphPad Software, Inc, La Jolla, CA, USA). Differences were considered significant for

P<0.05. (NS, not significant; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001).
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Results

Ductal deletion of Hnf1b leads to alteration of ducts associated with loss of primary cilia

We generated Sox9-CreER;Hnflb"™";R26R™™ mutants and performed a postnatal
conditional inactivation of Hnf1b in ductal cells during the first three days of the life of the
pups (P1-P3). We analyzed the effects on pancreases dissected at P8. We assessed that Hnf1b
inactivation was efficient by RT-qPCR, showing a 65 % decrease in Hnflb expression in
mutants (Fig. 1A). By immunostaining, we observed nuclear HnfI1b localisation in ductal
structures in controls (Fig. 1B, B’), whereas loss of Hnf1b signal in ducts labelled with GFP
was observed in mutants. In the few remaining non-targeted ducts, Hnflb staining persisted in
ductal cells not labelled with GFP (Fig. 1C, C’). These results show a high efficiency of
Hnf1b inactivation in pancreatic ductal cells. By Hematoxylin & Eosin staining, we observed
enlarged ducts in mutants (Fig. 1D, E). By immunohistochemistry of Sox9, a specific ductal
cell marker, we observed in mutants enlarged ductal structures lined by Sox9+ cells, with a
nuclear staining (Fig. 1F, G). With Hnf6 immunostaining, enlarged Hnf6+ ducts were also
observed in mutants (Fig. 1H, I). These results show that efficient Hnf/b inactivation in
pancreatic ducts leads to altered ductal structures. Mutant ducts not only appeared dilated but
also had significantly more cells undergoing proliferation than control pancreatic ducts (1.4-
fold), as shown by Sox9/phospho-histone H3 (PPH3) immunostaining quantification (Fig. 1J-
L). This results in a significant increase of the ductal cell area (1.2-fold) quantified by the
number of Sox9+ cells (Fig. 1M). These data indicate that Hnflb function restricts the
proliferation of duct epithelial cells.

Pancreatic ductal cells have a single cilium, and mutations affecting cilia development
promote a dilated ductal phenotype or cyst formation in this organ [4,6,7]. We thus examined

primary cilia in Hnflb mutants. Immunostaining of acetylated wv-tubulin (AcTub), a
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constituent of the primary cilium, revealed a loss of cilia of ductal cells in mutants (Fig. 2A,
B). This was confirmed by immunostaining of Arl13b, a cilium-specific protein required to
control the microtubule-based, ciliary axoneme structure, with Mucl immunostaining
showing the apical border of ductal cells (Fig. 2C, D). We also performed AcTub/GFP co-
immunostainings to correlate Hnf1b inactivation and the loss of the primary cilium at the
cellular level. Hnflb-inactivated ducts labeled with GFP showed no cilium (Fig. 2E-G).
Importantly, this loss of primary cilium was not only seen in dilated ducts (Fig. 2F, F’) but
also in Hnflb-inactivated non-dilated ducts (Fig. 2G, G’), strongly suggesting that loss of
primary cilia was not a consequence of duct dilation. Therefore, we show that HnfI1b
inactivation leads to loss of the primary cilium of ductal cells.

As a transcription factor, Hnflb controls a network of genes involved in duct
morphogenesis [12]. In order to investigate how Hnf1b is involved in the maintenance of the
primary cilium in differentiated ducts, we further investigated expression of cystic disease
genes, important ductal markers involved in ductal cell integrity and functionality by RT-
qPCR (Fig. 2H). In mutants, we observed a dramatic decrease in the expression of Cysl, a
gene responsible for congenital polycystic kidney (CPK) disease [15] and involved in
ciliogenesis and polarization of cholangiocytes [16], as well as Pkhdl, the autosomal
recessive PKD gene involved in ciliary structure and tubular architecture maintenance [17].
We previously found that Pkhdl and Cysl were direct targets of Hnflb during early duct
development [12]. We also found a dramatic decrease in Spp/ expression, a gene regulated by
Hnflb in renal cells [18] coding a matricellular protein localized at the apical side of the
epithelium of ductal cells [19]. Prox1 is higly expressed in pancreatic ducts at late-gestation
[20] and pancreas-wide inactivation of Prox/ resulted in dilated pancreatic ducts [21]. We
found a 28% decrease in ProxI expression in mutants, suggesting that reduced Prox/

expression could also contribute to the dilatation of ducts observed in Hnf1b mutants. By
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contrast, the expression of the autosomal dominant PKD gene Pkd! was unchanged compared
to controls, such as the ductal markers Sox9, Hnf6 and CK19. Moreover, we analysed the
polarity of ductal cells. Whereas Sppl/osteopontin was found apicaly in control ductal cells,
we observed very few Sppl+ cells in mutants, confirming RT-qPCR results, with disruption
of the apical staining (Fig. 21-J”). Although control ducts showed strong apical localisation of
Mucl and PKCz in epithelial cells around the duct lumen, stainings of these apical markers in
the cells lining cysts were reduced and discontinuous in mutants (Fig. 2K-N”). These results
show that Hnflb has a preminent role in the regulatory network controlling the maintenance
of the primary cilium of ductal cells and tubular architecture of ducts.

The primary cilia in the pancreatic ducts are immotile and function as chemo- or
mechano-sensors [22]. Cilia transduce signals from extracellular stimuli to a cellular response
that regulates proliferation, differentiation, transcription, migration, polarity and tissue
morphology [23]. They play an essential role in modulating signalling cascades that shape
cellular responses to environmental cues to maintain proper tissue development and function.
Some signalling components, including Hedgehog (Hh) and Notch, localize to pancreatic
primary cilia. Hippo-signalling has recently been added to the growing list of signalling
pathways at least partly regulated through the cilium [24]. We found no changes in Hh and
Notch signalling component expression at P8 in mutants compared to controls (data not
shown). The Hippo tumour-suppressor pathway is a key upstream regulator of the
transcription factor YAP, limiting its activity through phosphorylation-dependent cytoplasmic
retention and destabilization. A direct antagonistic interaction between ciliogenesis and YAP
function has been shown [24]. Therefore, we analysed YAP localisation by immunostaining
in control and mutant pancreata and observed more cells with YAP nuclear staining in Hnf1b
mutants (Fig. 3A-B). In correlation, we analysed expression of the YAP transcriptional targets

Ctgf, Lamc2, Cyr61 and Birc5 by RT-qPCR. We found a strong increase in Crgf (1.8-fold)
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and Lamc2 expression in mutants compared to controls (Fig. 3C). We further analysed YAP
localisation and performed YAP/Sox9 and YAP/Amylase co-immunostainings. Whereas YAP
localized only in the nucleus of Sox9+ ductal cells as expected in controls (Fig. 3D-F’), YAP
localized in the nucleus of Sox9+ ductal cells and also ectopically in non ductal cells in
mutants (Fig. 3G-I"). Whereas we found no YAP staining in Amylase+ cells in controls (Fig.
3J-L’), we observed an ectopic YAP nuclear localisation in Amylase+ acinar cells in mutants

(Fig. 3M-O’). These data show an upregulation of the YAP pathway in Hnf1b mutants.

Ductal deletion of Hnflb leads to acinar-to-ductal metaplasia, loss of acinar cells and
lipomatosis

We then investigated the consequences of the ductal structure alteration on the
pancreatic tissue. We analysed the fibroblast marker a-smooth muscle actin (SMA). While a-
SMA+ cells were observed around blood vessels in control pancreata (Fig. 4A), mutants
exhibited a-SMA+ fibroblasts surrounding ducts and in periacinar spaces (Fig. 4B). By
histological analysis wih Masson’s trichrome, we observed green staining in some interstitial
spaces showing a marked increase in periductal collagen deposition (Fig. 4C, D). This
indicated fibrosis around ducts and a fibrotic pancreatic parenchyma. Therefore, we thought
that acinar cells could be secondarily affected in mutants and undergo acinar de-differentation
leading to a lesion called acinar-to-ductal metaplasia (ADM). Whereas we found no change in
acinar marker expression (Amylase, CPA, Mistl, Ptfla, Hnfla) by RT-qPCR at P8 (Fig. 4E),
we already observed at this stage a 41% decrease in the number of Amylase+ cells (Fig. 4F).
We investigated signalling pathways known to be involved in ADM such as EGFR and TGF-
s ADM induction is indeed linked to activation of EGFR signalling, upregulation of EGFR
expression in acinar cells being observed prior to ADM [25-28]. The cytokine transforming

growth factor  (TGF-B1) also promotes ADM of acinar cells [29]. We found an upregulation
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of EGFR expression (1.6-fold) in mutants, whereas TGF 4«1 expression remained unchanged
(Fig. 4G). By performing co-immunostaining of the acinar marker Amylase and the ductal
marker cytokeratin (pan-CK), we observed in mutants expanded domain of pan-CK and
isolated Amylase+ cells linked to the Pan-CK network, suggesting preliminary signs of ADM
(Fig. 4H-I’). Moreover, Amylase/PPH3 immunostaining quantifications revealed a 47%
decrease in acinar cell proliferation (Fig. 4 J-L), whereas TUNEL assay showed a 15.5-fold
increase in acinar cell apoptosis (Fig. 4M-0O) in mutants compared to controls. Hence, Hnflb
loss of function promotes a loss of acinar cells due to less proliferation and increased
apoptosis.

We further investigated this process and analysed Hnf1b mutants at a later stage, P25.
We found a dramatic decrease (54%) in mutant pancreas weight, whereas mouse weight was
unchanged (Fig. 5A). By Hematoxylin & Eosin and Trichrome stainings, we observed ADM
structures in mutants (Fig. 5B). This correlated with a dramatic decrease in acinar marker
expression quantified by RT-qPCR (89% for amylase), whereas expression of the ductal
marker Sox9 was dramatically induced (2.2-fold) (Fig. 5C). Ductal strutures were more
affected than at P8 as shown by the complete loss of Mucl apical staining in mutant ducts
(Fig. 5D-E’) which correlated with the dramatic decrease in Mucl expression observed by
RT-gPCR (Fig. 5C). Moreover, we found a 55% decrease in Hnf6 expression, which
correlates with our previous finding that Hnf6 is a direct target of Hnflb during pancreas
development [12]. This revealed that Hnf6 expression is dramaticaly decreased in Hnf1b
mutant ducts and we indeed observed only few remaining ductal Hnf6+ cells in mutants
compared with ductal Sox9+ cells in mutants (Fig. 5SH-K’). By Amylase/Pan-CK co-
immunostainings, we found acinar structures closely connected with ductal struture and Pan-
CK co-localisation with Amylase+ cells in mutants (Fig. SF-G’). As Hnf6 and Sox9 are

ectopically induced in acinar cells in ADM [30], we analysed their localisation by
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Sox9/Amylase and Hnf6/Amylase co-immunostainings and found Sox9 and Hnf6 nuclear
localisation in some mutant acinar cells (Fig. SH-K’). We also observed some area with fat
cells in mutants. To differentiate whether these cells were acinar cells filled with lipids or true
adipocytes, we stained pancreata with the adipocyte marker Fabp4. No duct, acinar, or islet
cells were stained for Fabp4 in controls or mutants, but fat-containing cells in mutant mice
were positive for Fabp4, indicating that they were indeed adipocytes (Fig. SL-M”).

Then, we analysed the signalling pathways involved. We found an upregulation of the
YAP pathway in mutants, stronger than at P8, with a 8.6-fold increase in Ctgf and 6.3-fold
increase in Lamc2 expression. Cyr61 was also upregulated at this stage, with a 2.8-fold
increase (Fig. 5N). Thus, the YAP pathway was strongly enhanced in mutants compared to
controls. The Notch pathway was shown to be activated during acinar dedifferentiation and to
regulate ADM, as aberrant Notch activity in pancreatic acini promoted their
transdifferentiation toward duct-like cells [31-33]. We found an upregulation of Notch
pathway components (ligand, receptor, effector and target) (Fig. 50), and especially a 2.4-
fold increase in Notch2 expression, a receptor which was described to be confined to ducts by
E15.5 [34,35]. Moreover, we also observed a significant increase in Jag!/ expression, which
was shown to be upregulated in expanded ducts observed in chronic pancreatitis patients [36].
At this stage, we also observed a dramatic increase (3.6-fold) in TGF-B1 expression in
mutants and a significant increase in p8/Nuprl expression (Fig. 5P), a transcriptional cofactor
expressed at only low levels in normal pancreata but induced in the initial phases of
pancreatitis [37], as part of the selfdefense mechanism against proapoptotic insults [38].

Hence, Hnf1b loss of function promotes ADM, loss of acinar cells and lipomatosis in
the pancreas. Moreover, the upregulation of Yap, Notch and TGFp signalling pathways

observed in Hnf1b mutant pancreata supports the development of pancreatitis.
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Ductal deletion of Hnf1b leads to chronic pancreatitis

We further investigated the progression in adults of the pancreatic exocrine disorders
associated with Hnf1b-deficiency. We still observed a dramatic decrease (43%) in pancreas
weight at 2 months in mutants, whereas mouse weight was unchanged compared to controls
(Fig. 6A). At 5 months, mouse weight was significantly decreased in mutants as a
consequence of pancreatic exocrine deficiency (data not shown). The decreased pancreatic
weight was correlated with a dramatic loss of acinar tissue observed by histology of
pancreatic sections (Fig. 6B, C), and a dramatic decrease in acinar marker expression (around
95%, data not shown). Many lobes of Hnf1b-mutant pancreata were entirely devoid of acinar
tissue and merely consisted of isolated ducts embedded within a large mass of fat, with
infiltration of adipocytes. ADM features were clearly observed in mutants with very few acini
displaying enlarged lumen scattered in the tissue (Fig. 6E) and duct-like structures
characteristic of ADM (Fig. 6F). Moreover, Sox9/Amylase co-localisation revealed a strong
Sox9 ectopic localisation in acinar cells demonstrating ADM (Fig. 6G-H’). We found that
Hnflb-deficiency leads to inflammation (Fig. 6I) and lipomatosis (Fig. 6J). F4/80
immunostaining revealed immune infiltrates consisting of macrophages in mutants (Fig. 6K,
L), and correlated with a dramatic increase (7.8-fold) in F4/80 expression measured by RTq-
PCR (Fig. 6M). Extented area of adipocytes were observed in mutants with Fabp4
immunostaining (Fig. 6N, O) and PPARg expression, a key player in adipocyte differentiation
[39], was dramatically increased (16.6-fold) (Fig. 6P). The pancreatic parenchyma of mutant
was replaced by fibrosis as shown by Trichrome staining (Fig. 6Q, R). Pancreatic stellate cells
(PSCs) are responsible for the development of fibrosis upon activation and TGF-¢sl has a
central importance in the activation of PSC and in driving pancreatic fibrogenesis [40]. We
found a dramatic increase in 7GF-z«l expression (12.8-fold) in mutants compared to controls,

with a ~4-fold increase in mutants compared to P25. We also observed a dramatic increase in
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the expression of the desmoplasia-associated marker Col/A1 in mutants (10.2-fold) (Fig. 6S).
We analysed the expression of Vimentin, a mesenchymal marker, expressed in both activated
and quiescent PSCs. We found a strong increase in the presence of Vimentin protein in
mutants (Fig. 6 T, U) correlated with a dramatic increase in Vimentin expression (47.7-fold)
(Fig. 6V). We used a-SMA as a marker of PSC activation and found a 12.8-fold increase in a-
SMA expression in mutants (Fig. 6V), confirming fibrogenesis. We observed an up-regulation
of the other mesenchymal marker N-cadherin (5.5-fold), whereas the epithelial marker E-
cadherin was dramatically downregulated (87%), showing activation of epithelial-
mesenchymal transition (EMT).

Thus, Hnflb mutants show extensive pancreatic fibrosis, a pathologic feature of
chronic pancreatitis, up-regulation of TGF-Bl1 and Collal, associated with chronic
pancreatitis [41-—43], activation of PSCs that regulate the development of pancreatitis and
activation of EMT, altogether demonstrating the pancreatitis phenotype of Hnf1b adult

mutants.

Ductal deletion of Hnf1b leads to pancreatic neoplasia

In the setting of chronic pancreatitis, activated signalling pathways play a role in
ADM and in early PanIN lesions, the most common precursor of pancreatic cancer. ADM is
critical in neoplastic transformation. Acinar cells can undergo the reprogramming process
ADM to form PanIN [44-48]. Chronic pancreatitis has been shown to predispose to the
develoment of pancreatic cancer [9]. Fibrosis, the major pathologic component of pancreatitis,
provides the background milieu for the development of PanIN, and is a prominent
pathological characteristic of pancreatic cancer [49]. We therefore investigated activation of
critical signalling pathways in adult AHnflb mutants and if these mutants develop PanIN

lesions.
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CTGF production is important for the desmoplastic stroma (proliferating fibroblasts,
inflammatory cells, and excess collagen) present in pancreatic cancer [50]. Previous studies
have shown a 4.5-fold increase in expression of CTGF in human chronic pancreatitis [51]. In
total correlation, we found a 4.4-fold increase of Ctgf expression in adult Hnf1b mutants (Fig.
7A), and a strong ectopic CTGF staining in acinar cells in mutants compared to controls (Fig.
7B, C’). Moreover, we observed a strong CTGF staining in the epithelium of metaplastic
ducts (Fig. 7D, D’) and in PanIN (Fig. 7E, E’) in Hnf1b mutants. Cyr61 was recently reported
to be expressed in PanIN and pancreatic cancer samples, Cyr61 signalling being critical for
EMT and promoting pancreatic carcinogenesis [52]. We found a 6.1-fold increase of Cyr61/ in
Hnf1b mutants (Fig. 7A). Lamc?2 and Birc5, other markers of the Hippo/Yap pathway, were
also up-regulated in adult Hnf1b mutants (Fig. 7A). Ectopic Notch activation is also an early
event in pancreatic carcinogenesis [53]. It has been shown that Notch signalling promotes
both initiation and progression of PanIN [44]. We found a strong up-regulation of Notch
pathway, higher than at P25 especially for the receptor Notch2 and the effector Hey2, in adult
Hnf1b mutants (6.4-fold and 5.9-fold respectively, Fig. 7F). Aberrant activation of EGFR
signalling is also an initial event in the process of carcinogenesis in the pancreas [25]. We
found a strong up-regulation of EGFR in adult Hnf1b mutants (2.3-fold; Fig. 7G).

In correlation with these results, we performed an histological analysis and found
neoplasia as low-grade PanINs in Hnflb mutant pancreata (Fig. 7H). They were
characterized by flat epithelial composed of tall columnar cells with basally located nuclei, a
basally pseudostratified architecture and abundant supranuclear mucin. The nuclei were small
and round to oval in shape. When oval the nuclei were oriented perpendicular to the basement
membrane. These structures were Alcian Blue-reactive (Fig. 71) and positive for the PanIN-
specific marker Claudinl8 (Fig. J). Thus, loss of Hnf1b leads to pancreatic neoplasia.

We were also interested to determine if loss of Hnf1b in adults would sensitize acinar
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cells to injury-induced reprogramming. Two weeks post-TM in adults, acute pancreatitis was
induced by two consecutive days of treatment with the secretagogue cerulein, and pancreata
were harvested 1 week later (D7) (Fig. 8A). We verified that Hnf1b inactivation was also
efficient at this stage, with a 50 % decrease in Hnf1b expression observed in mutants (Fig.
8B). We followed Amylase expression by RTq-PCR at day 0 (DO0), day 3 (D3) and D7 (Fig.
8C). No significant change was observed between controls and mutants at DO and D3. Both in
controls and mutants, Amylase expression was dramatically decreased at D3, showing the
efficiency of the cerulein treatment. At D7, controls show a recovery of Amylase expression
whereas Amalyse expression in mutants decreased to dramatically low levels (99% decrease).
Other acinar markers displayed the same pattern of expression with dramatically low levels of
CPA, Ptfla, Mistl and Nr5a2 expression in mutants compared to controls at D7 (Fig. 8D). In
correlation, histological analysis by hematoxylin & eosin as well as trichrome staining
showed no abnormalities in controls and mutants at DO, but ADM and fibrotic stroma at D3
both in controls and mutants. Whereas control pancreata were recovered at D7, we observed
persistent and strong defects in mutant pancreata characteristic of chronic pancreatitis at D7
(Fig. 8E). No large Amylase+ acinar clusters were detected in mutant pancreata in contrast to
controls, and co-localisation of Sox9 and Amylase was observed in almost all mutant acinar
cells (Fig. 8F, G), showing widespread ADM at D7. Moreover, Hnflb adult mutant mice
subjected to cerulein induced pancreatitis exhibited the appearance of PanINs as shown by
histology (Fig. 8 H, I), alcian-blue positive staining (Fig. 8J, K) and the PanIN-specific
marker Claudinl8 (Fig. 8L, M). Thus, Hnflb is necessary for acinar cell regeneration and

suppression of dysplasia following induced pancreatitis.
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Discussion

Hnflb, through regulation of Pkhdl and Cysl, is required for the maintenance of
primary cilia in differentiated pancreatic ductal cells.

In the present study, we investigated the role of Hnflb in differentiated pancreatic
ducts. The results show that Hnf1b inactivation leads to dramatic decrease in Pkhdl and Cysl
expression. This is correlation with our finding that Pkhdl and Cys! are direct target of Hnflb
during pancreatic duct development at E12.5 in mice [12]. Importantly, we found that Hnf1b
inactivation leads to loss of primary cilia in ductal cells, the microtubule-based organelles
projecting from the surface of epithelial cells. Pkhdl and Cysl both play a role in the
structural integrity of cilia. Pkhdl gene encodes Fibrocystin/Polyductin, a membrane protein
localised to the primary cilium of tubular epithelial cells [54] and lack of Fibrocystin
disrupted ciliogenesis in Pkhd-deficient mice [55]. CysI gene product, Cystin, also localises
to the primary cilium and stabilizes microtubule assembly [15,56].

Primary cilia play a negative role in epithelial cell proliferation [57] by acting as
chemo- or mechano-sensors [22]. In correlation with the loss of primary cilia, we found an
increased proliferation of ductal cells in Hnflb mutants. Moreover, this leads to duct
dilatation and loss of polarity of epithelial dictal cells. Some Hnf1bh mutant ducts were devoid
of primary cilia, whereas they were not dilated, strongly suggesting that duct dilatation occurs
secondary to the loss of primary cilia. Furthermore, Mucl immunostaining was still observed
in some part of dilated ducts. In correlation, we observed a decreased expression of Mucl at
P25 whereas it was unchanged at P8. This strongly suggests that loss of polarity is a
consequence of duct dilatation. Pkhdl has been shown to be involved in the tubulogenesis
and/or maintenance of duct-lumen architecture [54] and its decreased expression likely

contributes to this phenotype. Likewise, dilated ducts were also reported in pancreata devoid

84



of the transcription factor Hnf6 [4,5]. We observed a decreased expression of Hnf6 at P25
whereas it was unchanged at P8, showing that loss of Hnf6 contributes secondarily to the

phenotype.

Hnf1b-inactivation in differentiated pancreatic ducts leads to chronic pancreatitis
and neoplasia.

We followed the progression of the pancreatitis and observed a decreased acinar cell
proliferation coupled with an increased acinar cell apoptosis, ADM, activation of PSC and
important fibrosis, inflammatory infiltration, lipomatosis. A connection between cilia defects
and pancreatitis was suggested by the fact that lesions reminiscent of pancreatitis are found in
approximately 10% of patients suffering from the dominant form of polycystic kidney disease
[58], and the absence of pancreatic cilia during mouse embryogenesis in Kif3a mutants or
Tg737orpk by results in lesions that resemble those found in patients with pancreatitis or
cystic fibrosis [6,7,59]. However, the function of primary cilia in pancreatic post-natal tissue
homeostasis was largely unknown. Recent molecular genetic studies have elucidated some
molecular mechanisms underlying the pathogenesis of pancreatitis, which can be due to the
presence of mutations of PKHDI gene [60], a target gene of Hnflb we found dramatically
downregulated. Moreover, we found a significant decrease in Hnf6 expression at P25 in
Hnf1b mutants, and pancreatitis was observed in Hnf6 mutant animals [5], associated with the
finding of shorter primary cilia of ductal cells [61]. Proxl was also significantly
downregulated and it was previously shown that Proxl inactivation results in dilated
pancreatic ducts and acinar-to-ductal metaplasia. Prox/ mutant adult pancreata uncovered
numerous features indicative of chronic tissue damage: acinar apoptosis, macrophage
infiltration, mild fibrosis, and extensive lipomatosis [21], suggesting that reduced ProxI

expression could also contribute to the phenotype observed in mutants. Lineage tracing
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analyis showed that adipocytes of these mutant pancreata did not originate from trans-
differentiated pancreatic acinar cells [21], suggesting that it may be the case also for Hnf1b
mutants. We show here that the loss of primary cilia of ductal cells due to Hnf1b inactivation
leads to chronic pancreatitis. Our results are also of particular interest since genes we found
deregulated in HnfIb mutant pancreata are also link to pancreatic neoplasia. PKHDI and
CYSI mRNA levels were found significantly lower in PDAC tissues than in normal
pancreatic tissues [62]. Hnf6 loss contributed to the progression of PanIN lesions. Gene
expression analyses of human pancreatic cancer revealed decreased expression of HNF6 [63].
Loss of Prox1 was also observed in human pancreatic cancer. Prox-heterozygosis markedly

increased the formation of early neoplasias [64].

Loss of Hnflb promotes chronic pancreatitis and pancreatic neoplasia via
sequential activation of key signalling pathways.

Primary cilia play critical roles in transducing extracellular signals to a cellular
response that regulates proliferation, differentiation, transcription, migration, polarity and
tissue morphology [23]. Because cilia have the ability to physically influence the cell cycle
and manipulate signaling cascades, it has been proposed that defective cilia biogenesis could
be an important step in cancer development. Loss of primary cilia is frequently observed in
tumor cells, including PDAC cells, suggesting that the absence of this organelle may promote
tumorigenesis through aberrant signal transduction. Ciliogenesis was found suppressed in
pancreatic cancer cells and PanIN lesions [65]. We then deciphered the pathways deregulated
and leading to chronic pancreatitis and neoplasia in Hnf1b mutants. We followed how this
progressive, destructive, and inflammatory process leads to irreversible obliteration of the
exocrine tissue, to its replacement by fibrous tissue, and predisposes to the develoment of

pancreatic cancer in Hnf1b mutants.
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First, we found an upregulation of the YAP pathway. YAP was shown to promote cell
proliferation [66—68] and we indeed found an increased proliferation of ductal cells in Hnf1b
mutants. But we also found an ectopic activation of the YAP pathway in acinar cells. We
found that YAP transcriptional targets were progressively overexpressed from P8 to the adult
stage: CTGF and Lamc2 were upregulated as soon as P8, Cyr61 from P25 and Birc5 in adults.
All of them were strongly upregulated in adults, ~4 to 10-fold. We found an increased CTGF
expression in ducts and an ectopic expression of CTGF in acinar cells in Hnflb mutants.
CTGF is involved in cell adhesion, cell migration, inflammation, tumor growth and tumor
metastasis [69] and pancreatic fibrosis [70]. CTGF is indeed overexpressed in human
pancreatic cancer [70,71]. Thus, fibrosis is likely caused by increased CTGF expression and
this fibrotic microenvironment promotes PanIN in HnfIb mutant pancreata. Moreover,
LAMC?2 was recently identified as a new putative pancreatic cancer biomarker [72].

EGFR is also strongly involved in ADM induction and formation of neoplastic lesion
in Hnf1b mutants. as we found an upregulation of EGFR from P8, with more than a 2-fold
upregulation in Anf1b adult mutants. An essential role of EGFR activation was indeed shown
to promote ADM, metaplastic areas and PanIN [25,27,28,73].

From P25, ADM and metaplastic lesions are also induced by upregulation of Notch
signalling in Hnf1b mutants, ~2-fold at P25 and 6-fold in adults. Notch indeed regulates ADM
and promotes both initiation and progression of PanIN [31,33,44,53,74]. From P25, fibrosis
and activation of PSCs are then also promoted by upregulation of the pro-tumorigenic/fibrotic
growth factor TGF-atl in Hnflb mutants, ~4-fold at P25 and 13-fold in adults. TGF-
signalling is indeed pivotal in driving pancreatic fibrogenesis, for activation of PSC that

regulate the development of chronic pancreatitis, and for PanIN formation [50,75,76].
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These findings give a better understanding of the etiology and the
physiopathology of the human diseases «maturity onset diabetes of the young type 5 »
(MODYS), chronic pancreatitis and PDAC.

HNFIB heretozygous mutations are notably associated with diabetes mellitus,
pancreas exocrine dysfunction (pancreatitis with reduced fecal elastase concentration in 93%
of these cases, fecal fat excretion) and pancreas structural anomalies (atrophy, cysts,
calcification) [77]. Pancreatitis was surprising as Hnf1b is not expressed in acinar cells and it
was proposed that this defect may be caused by dorsal pancreas agenesis. The results of the
present study show that pancreatitis associated with Hnf1b deficiency is caused by pancreatic
duct alteration. Moreover, differences observed from one patient to another could be due to
impaired recovery of the pancreas in adults after injury as our results also show that Hnf1b
deficiency sensitizes acinar cells to injury-induced reprogramming.

Studies have shown that downregulation of HNFIB is associated with cancer risk,
including renal, prostate, ovarian and colorectal cancers, showing that HNF1B is a marker of
these cancers and a potential tumor suppressor [78-85]. Pancreatic cancer is poorly
characterized at genetic and non-genetic levels. Recent analyses suggested that reduced
HNFI1B activity may be also an important step in pancreatic tumorigenesis. Mutations in
HNFIB have been identified as markers of pancreatic cancer risk loci through GWAS or
pathway based GWAS analyses [86,87]. In PDAC tissues and pancreatic cancer cell lines,
HNFIB was down-regulated compared to normal pancreatic tissues and this loss of
expression contributed to disease aggressiveness [62,88]. Very recently, a regulatory network
analysis predicted that HNFIB is among thousand transcription factors the top enriched
master regulator of the genes expressed in the normal pancreatic tissue compared to the
PDAC regulatory network [89]. Since HNF'IB is highly expressed in normal pancreatic ductal

cells and loses its expression at that level in PDAC, HNF1B could represent a key player in
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PDAC carcinogenesis and progression. The present study is the first to demonstrate that loss
of Hnflb activity can induce pancreatitis and cellular changes associated with pancreatic
neoplasia. We show here by which mechanisms Hrnf1b dysfunction can lead to pancreatic
neoplasia and tumorigenesis. Hnflb appears to act as a pancreatic tumor suppressor that is
important for functioning, regeneration and maintenance of the epithelial state. Insight on the
role of Hnflb in pancreatic cancer development may lead to its use as a good biomarker for
early detection and prognosis. HNF1B may involve novel therapeutic targets to improve the
survival of patients with PDAC. Functional restoration may provide a novel approach to
inhibiting tumor growth. It may also be necessary to restore ciliogenesis by pharmacologic
means in order to improve the effectiveness of other therapeutic options. Thus, these new

insights offer potential novel therapeutic strategies.
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Fig.1. Hnf1b inactivation in ductal cells leads to duct dilatation and increased ductal cell proliferation at P8. (A) Analysis of Hnf1b inactivation efficiency by
qRT-PCR of wild-type Hnf1b transcripts in P8 control and Sox9-CrefR™2 ;Hnf1bf/f mutant pancreata (control, n=7; mutant, n=7). Hnf1b was inactivated in ducts
in Sox9-Creff™2 ;Hnf1bMf mice with TM injection at postnatal days P1, P2 and P3. (B, C) Analysis of Hnflb inactivation efficiency in Sox9-
CrefRT2 ;Hnf1pFlox/LacZ;R26R*/YFP mutant pancreata at P8 by Hnflb (red) and GFP (green) co-immunostaining. Hnflb+ (red) ductal cells are observed in controls.
Recombination is shown by the GFP+ signal (green) in Sox9-CrefRT2;Hnf1bf/l;R26R*/YF? mutant pancreata. Only a few Hnflb* cells are observed in the mutant,
which are GFP-. (D, E) Hematoxylin and Eosin (H&E) staining of control and mutant pancreata. (F, G) Sox9 (brown) immunohistochemistry. (H, 1) Hnf6 (red)
and Amylase (green) immunostaining. (J, K) Phospho-histone H3 (PHH3, red) and Sox9 (green) immunostaining. (L, M) Quantification of ductal Sox9* cell
proliferation and quantification of the number Sox9* cells per area (control, n=4; mutant, n=4). Nuclei are stained with DAPI (blue). Asterisks indicate dilated

ducts. Arrows indicate mitotic Sox9* cells. ¥*P<0.05; **P<0.01 ; ***P<0.001. Scale bars: 50 um.
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Fig. 2. Ductal deletion of Hnf1b induces loss of primary cilia and subsequent loss of ductal polarity. (A, B) Sox9 (green) and acetylated a-Tubulin (Ac-Tub,
red) immunostaining. (C, D) Mucl (green) and Arl13b (red) immunostaining. Mutant ductal epithelial cells stained with Sox9 and Muc1 are devoid of primary
cilia stained for Ac-Tub (B’) and Arl13b (D’). (E, F, G) GFP and Ac-Tub immunostaining showing primary cilia loss in recombinant ductal cells from dilated (G’)
and non dilated (F’) ducts. Loss of primary cilia are observed even in non dilated mutant ducts (F’). (H) gRT-PCR of ductal and cystic disease genes (control,
n=7; mutant, n=7). *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. (I-)’) Sppl (red) and Amylase (green) immunostaining. Loss of the apical ductal cell marker Spp1l is
observed in mutant pancreata (J). (K, L) Mucinl (Mucl, green) and B-catenin (B-Cat, red) immunostaining. (M, N) PKCz (green) and B-Cat (red)
immunostaining. Absence or disruption of Mucl and PKCz apical stainings show the loss of polarity in some parts of mutant dilated ducts (L', N’). Arrows
show disruption of Mucl staining (L). Asterisks show dilated ducts with loss of PKCz apical staining (N). Nuclei are stained with DAPI (blue). Scale bars: (A-G’,
K-N’) 10 um ; (I, ') 30 pm.
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Fig. 3. Lack of Hnf1b leads to upregulation of the YAP pathway. (A, B) Nuclear YAP (red) immunostaining marks ductal cells in controls (A) and more YAP+
nuclei are observed in mutants (B). (C) RT-qPCR analysis of the YAP transcriptional targets Ctgf, Lamc2, Cyr61 and Birc5. (D-1) YAP (red) and Sox9 (green)
immunostaining. Merged images show YAP/Sox9 colocalisation in ductal cells in control (F’) and mutant (I') pancreata. (J-O) YAP (red) and Amylase (green)

immunostaining. No YAP/Amylase colocalisation is present in controls (L, L’), whereas Amylase+ cells show YAP+ nuclear staining in mutants (O, 0’). Nuclei
are stained with DAPI (blue). Scale bars: 20 pm.
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Fig. 4. Ductal deletion of Hnf1b induces pancreatic fibrosis and loss of acinar cells by P8. (A, B) Sox9 (green) and a-smooth muscle actin (SMA, red)
immunostaining. In control pancreata, SMA staining is perivascular (A), whereas periductal and periacinar staining is observed in mutants (B). (C, D)
Masson's trichrome staining show collagen deposition in green in mutants. (E) gRT-PCR analysis of acinar markers (control, n=7; mutant, n=7). (F) Number
of Amylase* cells per area in control and mutant pancreata (control, n=4; mutant, n=4). (G) qRT-PCR of EGFR and TGF-81 (control, n=7; mutant, n=7). (H, )
Amylase (green) and pan-Cytokeratin (PanCK, red) immunostaining. (J, K) Phospho-histone H3 (PHH3, red) and Amylase (green) immunostaining. Arrows
indicate mitotic Amylase* cells. (L) Quantification of acinar cell proliferation (Amylase+ PHH3+/Amylase+ cells) (control, n=4; mutant, n=3). (M, N) TUNEL
assay (green) and Amylase (red) immunostaining. Arrows indicate apoptotic Amylase* cells. Nuclei are stained with DAPI (blue). Scale bars: x um. (O)
Quantification of acinar cell apoptosis (control, n=4; mutant, n=4). **P<0.01; ***P<0.001. Scale bars: 50 um.
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Fig. 5. Hnflb inactivation in ductal cells leads to acinar-to-ductal metaplasia (ADM) and lipomatosis at P25. (A) Pancreas weight and relative pancreas
weight/body weight of 3-weeks old mice (control, n=10; mutant, n=9). (B) H&E and Masson’s trichrome stainings. Arrows show acini with increased lumen size
in mutant pancreata, feature of ADM. (C) RTg-PCR of acinar markers and Hnf6, Muc1, Sox9 genes (control, n=7; mutant, n=8). (D, E) Mucl (green) and B-Cat
(red) immunostaining. Mucl staining is lost at the apical surface of epithelial ductal cells revealing polarity loss in mutants. (F, G) Amylase (green) and PanCK
(red) immunostaining. (F',G’) Increased PanCK localisation in acinar cells of mutant pancreata. (H, I) Amylase (green) and Sox9 (red) immunostaining. (J, K)
Amylase (green) and Hnf6 (red) immunostaining. Arrows show Amylase+ cells with a nuclear Hnf6+ staining characteristic of ADM in mutant pancreata (K’). (L,
M) Fatty Acid-Binding Protein 4 (FABP4) immunostaining shows adipocytes in mutant pancreata (M’). Nuclei are stained with DAPI (blue). Scale bars: 50 um.
(N) RT-gPCR of the YAP transcriptional targets Ctgf, Lamc2, Cyr61 and Birc5 (control, n=7; mutant, n=8). (O) RT-qPCR of the components of Notch signallng
Jag1, Notch2, Rbpj and Hey?2 (control, n=7; mutant, n=8). (P) RT-qPCR of TGF-81 and P8/NuPr1 (control, n=7; mutant, n=8). *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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Fig. 6. Lack of Hnflb leads to chronic pancreatitis at 2 months. (A) Pancreas weight and relative pancreas weight/body weight of 2-months old mice (control,
n=17; mutant, n=11). (B-F) H&E staining of control and mutant pancreatic sections. Mutant pancreata display dramatic loss of acinar tissue (C) and ADM (E, F).

(G, H) Amylase (green) and Sox9 (red) immunostaining. Nuclear Hnfé+ staining in Amylase+ cells is chara

cteristic of ADM in mutant pancreata (H’). (I, J) H&E

staining of mutant pancreas shows lymphocyte infiltration (I) and lipomatosis (J). (K, L) Macrophage marker F4/80 (brown) immunostaining. (M) RT-gPCR of
F4/80 (control, n=9; mutant, n=5). (N, O) Adipocyte marker Fabp4 (green) immunostaining. (P) qRT-PCR of PPARy (control, n=9; mutant, n=5). Nuclei are stained
with DAPI (blue). (Q, R) Masson’s trichrome staining. (S) RT-qPCR of TGF-81 and Col1A1 (control, n=9; mutant, n=5). (T, U) Vimentin (brown) immunostaining.
(V) RT-gPCR of SMA, Vimentin (Vim), N-Cad and E-Cad (control, n=9; mutant, n=5). Scale bars: (B, C) 2 mm; (D-L, Q-U) 50 um; (N, O) 100 pm. **P<0.01;

***p<0.001.

96



3

S
©
S
S

g %
S o
N
o
=)

N
=3
=)

I Control
Hl Mutant

N
g 8

50

o
Relative mRNA expression (%)

Relative mRNA expression (%)
~
g

Relative mRNA expression (%)

Ctgf Lamc2 Cyr61 Birc5
| |

Jag1 Notch2 Rbpj Hey2
Mutant

[ Control

Alcian Blue

Claudin18

i

Fig. 7. Hnflb inactivation in ductal cells leads to low-grade pancreatic intraepithelial neoplasia (PanIN) by 2 months. (A) RT-gPCR analysis of the YAP
transcriptional targets Ctgf, Lamc2, Cyr61 and Birc5 (control, n>6; mutant, n=5). (B, E’) CTGF (brown) immunostaining. A strong ectopic CTGF staining is observed
in acinar cells in mutants (C, C’) in the epithelium of metaplastic ducts (D, D’) and in PanIN (E, E’). (F) RT-qPCR of the components of Notch signalling Jag1, Notch2,
Rbpj and Hey2 (control, n25; mutant, n5). (G) RT-qPCR of EGFR (control, n=4; mutant, n=5). (H) H&E staining of mutant pancreatic sections showing epithelial
structures composed of columnar cells with abundant supranuclear cytoplasm and basally located nuclei. (1) Alcian blue staining. Columnar mutant epithelial cells
revealed blue stained supranuclear mucin. (J) PanIN marker Claudin18 (brown) immunostaining. Scale bars: 100 pm. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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Fig. 8. Lack of Hnflb in adults leads to impaired acinar regeneration and to neoplasia following cerulein-induced pancreatitis. (A) Experimental design. 10-
week old Sox9-CrefR™2;Hnf1b™M and control mice were injected with tamoxifen by one daily intraperitoneal injection (i.p.) for 4 consecutive days. At 12 weeks,
cerulein was administered by i.p. injections hourly, seven times a day for two consecutive days. Pancreata were harvested just before cerulein treatment (D0), 3
days (D3) and 7 days (D7) after the first cerulein injection. (B) Analysis of Hnf1b inactivation efficiency by RT-gPCR in adults (control, n=9; mutant, n=5). (C) RT-
gPCR of Amylase at DO, D3 and D7 (control, n=9; mutant, 4<n<6). (D) RT-qPCR of the acinar markers CPA, Ptfla, Mist1 and Nr5a2 at D7 (control, n=9; mutant,
n=6). (E) H&E and Masson’s trichrome stainings at DO, D3 and D7. (F, G) Amylase (green) and Sox9 (red) immunostaining showing widespread ADM at D7 in
mutants. (H-1) H&E staining, (J, K) Alcian blue staining, (L, M) Claudin18 (brown) immunostaining, showing PanIN in mutants. Scale bars: (E) 50 um; (F-M) 100 um.
**P<0.01; ***P<0.001.
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Antigen Host Dilution Reference

Amylase Goat 1/50 Santa Cruz; sc-12821
a-Smooth Muscle Actin  |Mouse 1/50 Sigma; C6198

Acetylated a-Tubulin Mouse 1/300 Sigma; T6793

Arl13b Mouse 1/100 Antibodies Incorporated; 75-287
B-Catenin Mouse 1/100 BD Biosciences; 610153
Claudin-18 Rabbit 1/250 ThermoFisher Scientific; 700178
F4/80 Rat 1/500 BioLegend; 123102

Fabp4 Rabbit 1/200 Abcam; ab13979

GFP Chicken 1/400 Aves Labs; GFP-1020

Hnf1b Rabbit 1/50 Santa Cruz; sc-22840

Hnf6 Guinea pig (1/500 From Frederic Lemaigre's lab
Muc1 Hamster 1/100 ThermoFisher Scientific; HM-1630-PO
Pan-CK Mouse 1/100 Sigma; C1801

Phospho-Histone H3 Mouse 1/300 Cell Signaling; 9706

PKCzeta Rabbit 1/500 Santa Cruz; sc-216

Sox9 Rabbit 1/100 Millipore; AB5535

SPP1 / Osteopontin Goat 1/100 R&D Systems; AF808

Vimentin Goat 1/100 Santa Cruz; sc-7557

YAP Mouse 1/50 Santa Cruz; sc-101199

Table 1. Primary antibodies.
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Name Forward Sequence (5’-3’) Reverse Sequence (5’-3’)
Cyclophilin A |CAGGTCCTGGCATCTTGTCC TTGCTGGTCTTGCCATTCCT
Hnf1b GGCCTACGACCGGCAAAAGA GGGAGACCCCTCGTTGCAAA
Pkhd1 TGCTCCTCAGGCAGGCAATCG ACCTGTACCCTGGGGTGGCTT
Cys1 AGAGGAGCTCATGGCGAGCATT GCCTGTGGCACAGATGCCAAGA
Spp1 CCCTCCCGGTGAAAGTGACTGA GCACCAGCCATGTGGCTATAGG
Prox1 CGCAGAAGGACTCTCTTTGTC GATTGGGTGATAGCCCTTCAT
Pkd1 GCTGCATGCCAGTTCTTTTG TTTTAAAGTGCAGAAGCCCCA
Sox9 AAGCCGACTCCCCACATTCCTC CGCCCCTCTCGCTTCAGATCAA
Hnf6 CAAATCACCATCTCCCAGCAG CAGACTCCTCCTCCTGGCATT
Ck19 [ACCCTCCCGAGATTACAACC TCTGAAGTCATCTGCAGCCA
CTGF GCCAACCGCAAGATCGGAGTGT ACGGCCCCATCCAGGCAA
LAMC?2 ATTGGCTCCCAACCCAGCAGA IACAGCTGCCATCACCTCGACA
Cyré61 TCTGTGAAGTGCGTCCTTGT CTGGTTCTGGGGATTTCTTG
Birc5 CTGATTTGGCCCAGTGTTTT CAGGGGAGTGCTTTCTATGC
Amylase CTGGGTTGATATTGCCAAGG TGCACCTTGTCACCATGTCT
CPA CAACCCCTGCTCAGAAACTTACC TGGACTTGACCTCCACTTCAGA
Mist1 TGGGCCTCCAGATCTCACCAA CGTCACATGTCAGGTTTCTCTGCT
Ptfla TTCCTGAAGCACCTTTGACAGA ACGGAGTTTCCTGGACAGAGT
Hnf1a GTGTAACTGCACAGGAGGCAAA TTCTCACGTGTCCCAAGACCTA
EGFR GCAGGGAGTGCGTGGAGAAATG GTTGTCTGGTCCCCTGCCTGTA
TGF-b1 AGAGGTCACCCGCGTGCTAAT GGGCACTGCTTCCCGAATGTC
Muc1 CTCTGGAAGACCCCAGCTCCAA CCACGGAGCCTGACCTGAACT
Jag1 TGCCCTCCAGGACATAGTGG [ACTCTCCCCATGGTGATGCA
Notch2 CCTGCCAGGTTTTGAAGGGA GGGCAGTCGTCGATATTCCG
Rbpj GTTTTGGCGAGAGTTTGTGGAAGAT TGGAGGCCGCTCACCAAACT
Hey2 AGCGCCCTTGTGAGGAAACGA TGTAGCGTGCCCAGGGTAATTG
P8/Nupri GAGAAGCTGCTGCCAATACC GTGTGGTGTCTGTGGTCTGG
F4/80 CTTTGGCTATGGGCTTCCAGTC GCAAGGAGGACAGAGTTTATCGTG
PPARg GATGGAAGACCACTCGCATT AACCATTGGGTCAGCTCTTG
Col1A1 [ACCTCAAGATGTGCCACTC TGCTCTCTCCAAACCAGAC
Vimentin GGGAGAAATTGCAGGAGGAG [ATTCCACTTTGCGTTCAAGG
SMA GACGCTGCTCCAGCTATGT AGTTGGTGATGATGCCGTGT
N-Cad GCTGACCACGCTCACTGCT ATCTGCCCATTCACGGGGTCTA
E-Cad GCAGTCCCGGCTTCAGTTCC GCCGGCCAGTGCATCCTT
Nr5a2 CTGCTGGACTACACG GTTTGC CTGCCTGCTTGCTGATTGC

Table 2. Oligonucleotide sequences for qRT-PCR.
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Maturity Onset Diabetes of the Young 5 (MODYS5) is due to heterozygous mutations or
deletion of HNF1B. Howerver, mice heterozygous for Hnflb in mice have no phenotype.
Here, we investigate the pancreatic phenotype of a unique MODY5 mouse model
generated by heterozygous insertion of a human HNF1B splicing point mutation in the
mouse genome. The so-called Point Mutation Hnflb (PMHnf1b) mice display the same
phenotype as MODYS patients including impaired glucose tolerance. We found a 60%
decrease in pancreatic insulin content associated with a 30% decrease in total large islet
volume and a 20% decrease in total B-cell volume. These defects were associated with
embryonic downregulation of the pro-endocrine gene Ngn3, suggesting a developmental
etiology. As MODYS5 patients, PMHnf1b displayed a hypoplastic pancreas. We observed
a progressive alteration of the exocrine pancreas leading to a pancreatitis-like phenotype
with dysregulation of Hippo, TGFp and Notch signalling pathways. Additionally, acinar
cell regeneration was impaired in PMHnf1b following cerulein-induced pancreatitis. In
conclusion, PMHnf1b mice is a suitable experimental model of MODYS and represents
a convenient tool for the molecular study of this syndrome.

INTRODUCTION

In 1960, Fajans described for the first time cases of mild diabetes mellitus among
young and lean patients (Fajans and Conn, 1960). Fifteen years later, he and Tattersall
introduced the acronym MODY (Maturity Onset Diabetes Of the Young) to define a
dominantly inherited form of diabetes mellitus characterised by fasting hyperglycemia and
usually diagnosed in children or young adults (Tattersall and Fajans, 1975). The later genetic
studies revealed that MODY results from heterozygous defects in single genes affecting -cell
function. Mutations in fourteen genes have been shown to lead to this monogenic diabetes.
The most common causes of MODY are mutations in HNFI/A (MODY3) and GCK
(MODY?2), and rather less commonly in HNF44 (MODY1) and HNFIB (MODYS5) (Anik et
al., 2015).

The first HNFI1B mutation associated with MODY has been reported in 1997, in a
japanese family with a nonsens mutation in codon 177 (Horikawa et al., 1997). Today, more
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than a hundred HNF'IB mutations are known to cause MODYS5 (Alvelos et al., 2015). The
HNFIB gene contains 9 exons. Most of the identified mutations localize to the first four
exons. Exons 2 and 4, and the intron 2 splice site, are hotspot mutation sites (Chen et al.,
2010). HNFIB deletions are also widely abundant. Although initially characterised by an
autosomal dominant inheritance, MODY5-related mutations often arise spontaneously
(Ulinski et al., 2006). Importantly, there is no association between the mutated domain and
the phenotype observed, and even patients of the same family can present different clinical
manifestations of the disease (Edghill et al., 2006).

HNF 1 B-associated disease is a multi-system disorder, affecting not only pancreas but
also kidney, liver and genital tract. Renal cysts and diabetes mellitus are the mostly observed
features, affecting respectively 90% and 45% of MODYS5 patients, conferring MODY5 the
name of RCAD (Renal Cysts And Diabetes) syndrome (Chen et al., 2010). Pancreatic defects
in MODYS5 affect both exocrine and endocrine tissues. Pancreatic hypoplasia has been
described in several patients and is often associated with both ductal and acinar dysfunction
(Haldorsen et al., 2008; Tjora et al., 2013). HNFIB mutation carriers display a fasting
hyperglycemia and a reduced insulin response to glucose. Although various degrees of
glycemic control, patients usually require insulin therapy in the first years following diagnosis
(Lindner et al., 1999; Bingham et al., 2000; Furuta et al., 2002; Bellanné-Chantelot et al.,
2004).

HNF1B has important functions in pancreas development. It is expressed in pancreatic
multipotent progenitors by E9.5 in mouse. During the secondary transition, it becomes
restricted to bipotent progenitors. After birth, HnfIb is only expressed in ductal cells
(Haumaitre et al., 2005; Maestro et al., 2003; Nammo et al., 2008). When devoid of Hnf1b,
pancreatic buds fail to develop properly, leading to pancreas hypoplasia associated with cystic
ducts, drastic loss of acinar cells and lack of endocrine cells. This study demonstrated that
Hnflb is required for Neurogenin3 (Ngn3) expression, Ngn3 being a direct target of Hnflb
(De Vas et al., 2015). Neonatal inactivation of Hnf1b leads to several ductal defects including
loss of primary cilia, polarity defects and dilated ducts. Subsequently, mutant mice display
pancreatitis with macrophage infiltration, fibrosis, lipomatosis, acinar cell loss and acinar-to-
ductal metaplasia (Quilichini et al., in preparation).

Hnf1b heterozygous mutants do not exhibit any phenotype, while HnfI1b inactivation
in pancreatic buds is lethal (Barbacci et al., 1999; De Vas et al., 2015; Haumaitre et al., 2005).
Therefore, a suitable mouse model is missing to depict a molecular view of MODY5 whose
description is mainly performed through isolated human case reports. Here, we present a new
MODYS5 mouse model generated through insertion of a HANFIB human mutation already
identified in several patients (Bellanné-Chantelot et al., 2004; Bingham et al., 2003; Harries et
al., 2004; Thomas et al., 2008). We tested this mouse model, called PMHNF1B (Point
Mutation HNF1, abbreviated as PM), for glucose tolerance, insulin sensitivity, pancreatic
insulin content, insulin secretion from isolated islets, quantitative distribution of islets in the
whole pancreas through Optical Projection Tomography (OPT). Expression of endocrine
markers was also analysed in embryonic pancreases. Exocrine component was investigated as
well. Expression of the main acinar and ductal markers, the related signalling pathways
implied in their regulation, and pancreas regeneration of PM mice following cerulein-induced
acute pancreatitis were analysed.
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MATERIALS AND METHODS

Cerulein treatment

Mice were injected with cerulein (Sigma-C9026), a decapeptide analogue of pancreatic
secretagogue cholecystokinin, at a dose corresponding to 75 pg/kg of mouse. Cerulein was
dissolved at 1 mg/ml in NaCl and administrated intraperitoneally to mice with 5 ul/g of
mouse for 2 consecutive days with 7 injections per day. Dissections were done at 3 different
times to follow destruction and regeneration of acinar cells: at the day of cerulein injection
(day 0), at the day when acute pancreatitis was induced (day 3), and at the day when pancreas
was almost regenerated in normal conditions (day 7).

Histology, Immunohistochemistry and Immunofluorescence

Dissected pancreases were fixed in 4% formaldehyde overnight and embedded in paraffin.
Sections (7 um thick) were prepared, deparaffinised and rehydrated for histological stainings.
For Hematoxylin & Eosin coloration, slides were colored with Harris solution (Sigma-
HHS16) for 1 min and in Eosine (Sigma-HT110216) for 3 min. Slides were dehydrated before
mounting. Sections were processed for immunofluorescence or immunohistochemistry using
a previously described protocol (Haumaitre et al., 2005). Briefly, epitope retrieval was
performed by heating the slides in a microwave in citric acid buffer (10mM, PH:6).
Permeabilization was performed in PBS/TritonX-100 0,3%, and sections were incubated in
blocking solution (10% milk, 1% BSA 0.1% 10X Triton-X in PBS 1X or 1,5% Horse/Goat
Serum in PBS 1X) before antibody staining. Nuclei were stained with DAPI (1/1000-Sigma)
in secondary antibody staining step. For signal amplification, we used a biotinylated anti-
rabbit or anti-goat antibody before satining with Steptavidin-Alexa594 or Steptavidin-
Alexa488. For immunohistochemistry experiments, slides were incubated in 1% H202/50%
methanol solution before blocking to eliminate endogenous peroxidase activity. The
VECTASTAIN peroxidase ABC system (Vector) was used for Sox9, F4/80 and vimentin
immunostainings. Nuclei were counterstained with Hematoxylin. Samples were viewed on a
Nikon Eclise E800 fluorescent microscope and images were acquired with a Nikon digital
camera DXM1200F or a Zeiss Axio Observer.Z1 microscope.

RNA extraction, Reverse-Transcription and quantitative PCR (RT-qPCR)

Total RNA from embryonic or adult pancreas was isolated using RNeasy Mini-kit (Qiagen)
and then reverse transcribed using the superscript RT II Kit with random hexamers
(Invitrogen). qPCR was performed using a SYBR Green master mix (Eurobiogreen QPCR
Mix, Hi-ROX, Eurobio). The method of relative quantification was used to calculate
expression levels, normalized to cyclophilin A and relative to wild-type cDNA from E15.5
pancreases. Values are shown as mean+s.e.m.

Mouse transgenic line

Generation of the PMHNF1B (Point Mutation HNF1B) mouse line was carried out by the
Institut Clinique de la Souris (Strasbourg, France) and will be described in detail in another
study (S. Cereghini and collegues, in preparation). Briefly, the HNFIB human mutation
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located in the splice donor site of exon 2 ¢.544+1G>T (IVS2nt+1G>T) was introduced into
the genome of 129 mouse strain ES cells by targeted homologous recombination. ES clones
having undergone successful homologous recombination were selected by G418 resistance
and injected in a C57BL/6 host blastocyst. The chimeric mice were mated with C57BL/6
mice and heterozygous germline transmission of the mutation was confirmed by PCR
analysis. Western-Blot analysis revealed a 37% to 58% decrease in Hnflb level in PM mouse
kidney, depending of the assessed developmental stage (S. Cereghini and colleagues, in
preparation).

Insulin sensitivity test
After a 6-hour fast, insulin (1 unit/kg body weight) was injected intraperitoneally. Blood
glucose levels were measured before and 15, 30, 60, and 120 min after injection.

Intraperitoneal glucose tolerance test
Glucose (2 g/kg body weight) was injected intraperitoneally to overnight fasted mice, and
blood glucose levels were measured before and 15, 30, 60, and 120 min after injection.

Pancreatic insulin content

After a 4-hour fast, insulin content from whole pancreas was extracted in acidic ethanol (2%
HCI in 80% ethanol) and assayed by ELISA kit (EUROBIO).

Mouse islet isolation and cell culture

Mouse islets were isolated with collagenase solution (1 mg/mL, Sigma-Aldrich), separated on
Histopaque (Sigma-Aldrich) gradient, and handpicked under a binocular microscope. Islets
were cultured in RPMI supplemented with Glutamax, 10% fetal calf serum and 1% penicillin
and streptomycin. After an overnight recovery in islet medium, insulin secretion assays were
performed at various concentrations of glucose by ELISA kit (EUROBIO).

Optical Projection Tomography (OPT)

Pancreas were fixed 4% paraformaldehyde for 2,5 hours and washed with PBS. Then,
samples were dehydrated in methanol and stored at -20°C until shipping to Ulf Ahlgren’s lab
(Umea Center for Molecular Medecine, Sweden). OPT imaging protocol is detailed in
(Hornblad et al., 2011).

Statistical analysis

Statistical significance was determined using Student’s t-test or the non parametric Mann-
Whitney’s U test when appropriate. Statistical analyses were carried out with GraphPad Prism
6.0 (GraphPad Software, Inc, La Jolla, CA, USA). Differences were considered significant for
P<0.05. (NS, not significant; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001).
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RESULTS

Impaired glucose tolerance with no insulin resistance in PM mice. In order to assess
glucose homeostasis of animals, we performed intraperitoneal glucose tolerance tests
(IPGTT) on overnight-fasted PM mice and their control littermates. Following glucose load,
the blood glucose level was significantly higher at 15, 30, 60, 90 and 120 min in 12- and 24-
week-old PM mice than in controls. The corresponding AUC were significantly higher in PM
than in control mice (Fig. 1B, C). Glucose level of 6-week-old PM mice was only
significantly increased at 60 min in comparison to controls (Fig. 1A). PM mice display also
higher glucose level than controls in both fed and fasted states (Fig. 1D, E). Thus, glucose-
intolerance of PM mice is first observed at 6 weeks and progresses throughout adulthood. To
determine whether increased glucose levels might be due to increased insulin resistance,
insulin tolerance tests (ITT) were performed on 24-week-old animals. The ITT revealed no
difference in peripheral insulin sensitivity between PM and control mice (Fig. 1F). These
results indicate that the increased blood glucose level in PM mice is not due to insulin
resistance of peripheral organs.

Pancreatic insulin content of PM mice is decreased, but islet insulin secretion is not
altered. To further investigate the cause of glucose intolerance in PM mice, the total insulin
content of adult pancreas was analysed. We found a 60% decrease in pancreatic insulin
content in PM mice in comparison to controls (Fig. 2A). This result confirms that the glucose
intolerance observed is associated with pancreatic defects. Then, we examined glucose-
stimulated insulin secretion (GSIS) as a measure of islet/B-cell function. Isolated islets were
incubated with a basal (2.8 mM) or a high (16.7 mM) concentration of glucose. In both
conditions, PM islets secreted similar levels of insulin as control islets (Fig. 2B). Expression
of the main B-cell markers was also assessed from isolated islets but did not reveal any
differences between PM and controls (Fig. 2C). Thus, adult B-cells of PM mice appeared fully
glucose-responsive, showing that the decrease of pancreatic insulin content observed in PM
mice is not due to B-cell dysfunction.

PM mice have reduced volume and number of large islets. Then, we speculated that the
decreased insulin content of PM pancreas was due to altered islet/B-cells number and/or size.
To assess this parameter, PFA-fixed pancreas were processed for Optical Projection
Tomography (OPT) imaging. We found a 28% decrease in large islet volume associated with
significant decrease of large islet number and volume per islet in 4-month-old PM pancreas
(Fig. 3C, D, E). This was correlated with a 20% decrease in total B-cell volume (data not
shown). We found no difference in small and medium islet number and size (Fig 3E). Finally,
PM mice display a 60% decrease in pancreatic insulin content associated with a ~30%
decrease in large islet volume.

Endocrine markers are downregulated during PM pancreas development. We have

shown that glucose intolerance of PM mice is associated with a decrease of large islets, both
in size and volume. However, in adult, islets do not express Hnflb which is restricted to
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ductal cells (Haumaitre et al., 2005; Maestro et al., 2003; Nammo et al., 2008). Based on the
essential roles of Hnflb in pancreas organogenesis and in endocrine commitment (De Vas et
al., 2015), we hypothesized that endocrine defects observed in PM could be due to impaired
islet development. We found a 36% and a 34% decrease in Ngn3 expression at E15.5 and
E17.5 respectively in PM pancreas compared to controls (Fig. 4A). This result is consistent
with the fact that Hnflb is a direct activator of Ngn3 expression (De Vas et al., 2015). The
expression of the main endocrine markers (NeuroD1, Insulin, Glucagon, Somatostatin) was
also analysed. We found an average of 35% decrease in expression of these markers at E17.5
(Fig. 4B), whereas acinar and ductal marker expressions were unchanged. Thus, PM mice
display altered endocrine development, which is probably at the onset of glucose-intolerance.

Exocrine pancreas of PM mice is altered. As MODYS5 patients suffer from exocrine
dysfonctions (Tjora et al., 2013), we investigated the ductal and acinar compartment features
of PM mice. Hnflb expression being restricted to ductal cells during adulthood, we first
analysed the pancreatic ductal cells. Neonatal inactivation of Hnf1b leads to loss of ductal
primary cilia and acinar cell loss (Quilichini et al., in preparation). At 3 months, PM ducts had
fewer and shorter primary cilia than control ducts (Fig. 5A, B). Even though we found no
evidence of acinar architecture defects at this stage (Fig. SC-F), we measured a 47% decrease
in proliferation rate of Amylase cells (Fig. SE-G). At 13 months, PM acinar cells were
strongly affected, only few acinar lobules were remaining in the whole pancreas. RT-qPCR
analyses revealed an average of 80% decrease in acinar marker (Amylase, CPA, Ptfla, Nr5a2,
Mistl) expression (Fig. 5J). This result correlated with a progressive decrease in [pancreas
weight]/[body weight] ratio, ranging from -19% at 5 months to -38% at 12 months (Fig. 5K).
OPT analysis revealed a 18% decrease in pancreas volume at 4 months (data not shown),
confirming that PM pancreas were hypoplastic.

PM mice exhibit a pancreatitis-like phenotype. The exocrine tissue of 13-month-old PM
mice was extensively filled with adipocytes as shown by the immunostaining of Fabp4 (Fig.
6A, B). This correlates with the high upregulation (25.7-fold) of PPARg, a key player in
adipocyte differentiation (Fig. 6C). F4/80 immunostaining revealed immune infiltrates
consisting of macrophages in PM, and correlated with an increase (7.4-fold) in F4/80 gene
expression (Fig. 6D-F). TGF-B1 and P8-NuPrl are known to be induced in the initial phases
of pancreatitis (Friess et al., 1998; Mallo et al., 1997; Motoo et al., 2001). We observed a
significant increase (7.4-fold) in TGF-fI expression (Fig. 6H). Surprisingly, P8/NuPrl
expression was found downregulated (-80%) in PM mice (Fig. 6G). TGF-S1 being a master
regulator of fibrogenesis, we next investigated if PM pancreas were fibrotic. We found a
strong increase in the presence of the mesenchymal marker Vimentin correlated with a strong
increase (11.8-fold) in Vimentin gene expression (Fig. 61, K). Several fibrosis marker genes
(N-Cadherin, Collal, a-SMA) were also highly upregulated (3.9-fold, 10.4-fold, 15.1-fold
respectively) in PM. These data prove that 13-month-old PM mice display pancreas fibrosis.
Acinar-to-ductal metaplasia (ADM) is an important component of pancreatitis. To adress the
presence of acinar-ductal metaplastic lesions in PM pancreas, we immunostained pancreatic
tissue for the ductal nuclear protein Sox9 and the acinar cytoplasmic protein Amylase. We
found co-expression of Sox9 and Amylase in some PM acinar cells, which demonstrates the
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ADM (Fig. 60-Q). This result was confirmed by histological observation of hematoxylin-
eosin stained pancreas revealing duct-like structures within the acinar tissue (Fig. 6L-M). The
Notch pathway was shown to regulate ADM, as aberrant Notch activity in pancreatic acini
promotes their transdifferentiation toward duct-like cells (Miyamoto et al., 2003; Sawey et al.,
2007). Notch2 and RbpJ, respectively receptor and effector of the Notch pathway, were found
upregulated (3-fold) in PM pancreas. We previously found that the Hippo pathway was
deregulated following neonatal inactivation of Hnf1b, contributing to pancreatitis-like
phenotype in Hnf1b mutant mice (Quilichini et al., in preparation). In PM, we found a strong
and ectopic Ctgf staining in PM acinar cells, in correlation with the upregulation of Crgf'(8.1-
fold) and Cyr61 (12.1-fold) (Fig. 6R-T). Thus, PM pancreas exhibits acinar cell loss,
lipomatosis, macrophage infiltration, fibrosis and ADM. All these defects are classical
features of pancreatitis. We suggest that Hippo and Notch pathways contribute to the exocrine
alterations of PM mice.

Acinar cell regeneration is impaired in young PM mice. As previously described, we
found no obvious acinar defects in 3-month-old PM mice, except a decrease in mitotic
activity which probably contributes to the later acinar cell loss. Neonatal Hnf1b inactivation
was shown to impair acinar cell regeneration following cerulein-induced pancreatitis
(Quilichini et al. in preparation). We expected a similar result in PM mice. Acute pancreatitis
was induced by two consecutive days of treatment with the secretagogue cerulein, and
pancreata were harvested three days (D3) and one week later (D7) (Fig. 7A). We followed
acinar regeneration by Amylase-Sox9 immunostaining. As expected, before cerulein
treatment (D0), we found no difference between control and PM pancreas (Fig. 7B, C). At
D3, both control and PM pancreas exhibited widespread ADM revealed by co-localisation of
Sox9 and Amylase in almost all acinar cells (Fig. 7D, E). Whereas control pancreas were
recovered at D7, many ADM areas were still observed in PM (Fig. 7F, G). This result
demonstrates an impaired regenerative capacity of PM acinar cells.

DISCUSSION

To date, investigating MODY 5 pathology was complex due to the scarcity of patients,
the high phenotypic heterogeneity and the lack of suitable mouse model. In this study, we
described a new murine model of MODYS5 established by insertion of a human HNFIB
splicing point mutation in the mouse genome. This MODY5 mouse model, called PMHnf1b,
displays the classical defects observed in MODYS5 patients including renal and pancreatic
abnormalities. The renal disorders of PM mice will be described in another study (S.
Cereghini et al., unpublished). Here, we attempted to deliver a general phenotypic description
of pancreatic defects displayed by PM mice and to provide molecular clues to understand the
etiology and the physiopathology of MODY5. As MODY patients suffer from endocrine and
exocrine dysfunctions, we investigated both compartments.

The main endocrine findings of our study are: 1) PM mice are glucose intolerant by 6
weeks, and it progresses with age. 2) Fed and fasted glycemia of PM mice are significantly
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higher than controls. 3) Glucose intolerance is not due to peripheral resistance to insulin. 4)
The insulin content of PM pancreas is decreased by 60%. 5) Glucose-stimulated insulin
secretion is not altered in cultured isolated islets. 6) Large islets of PM mice are fewer and
smaller than the control ones. 7) Expressions of Ngn3 and other endocrine markers are
reduced during pancreas development.

The glucose intolerance observed in PM mice correlates with the results of oral and
intravenous glucose tolerance tests in individual MODY'S patients which have shown reduced
insulin response to glucose (Bellanné-Chantelot et al., 2004; Bingham et al., 2000; Furuta et
al., 2002; Lindner et al., 1999). The progression of the glucose intolerance towards a diabetic
profile is not only shown in PM mice but also in MODYS5 patients who require an insulin
treatment in the years following diagnosis. The fasting hyperglycemia found in PM mice is a
typical feature of MODYS5 patients. In a 2006 study, a hyperinsulinemic-euglycemic clamp
was performed on six HNF1B-mutation carriers and controls to assess their peripheral tissue
insulin sensitivity. It showed no difference in insulin-stimulated glucose uptake but revealed
reduced insulin sensitivity of endogenous glucose production in subjects with HNFIB
mutations. This defect was suggested to be due to abnormal hepatic function, HNF1B being
expressed in the liver during its development and in adulthood (Brackenridge et al., 2006).
We found no difference in peripheral insulin sensitivity between control and PM mice.
However, the ITT does not differentiate peripheral vs hepatic insulin resistance so the results
are consistent in both studies (Patarrdo et al., 2014). A highly debated topic is whether islet
size affects islet functionality. It is known that in mammals the typical size of islets is similar
regardless the species. Thus, the number of islets, but not the islet size, increases with the
body size. In the light of these data, it was proposed there is an ideal islet size which allows
optimal endocrine function (Jo et al., 2007). Subjects with type 2 diabetes display a
preferential loss of large islets, indicating large islets ensure critical roles in the regulation of
glucose levels (Jo et al., 2012; Kilimnik et al., 2011). We showed PM mice exhibit a ~30%
decrease in large islet volume. We suggest that the partial loss of large islets contribute to the
significant decrease in pancreatic insulin content of PM pancreas. Another study showed a
30% decrease in total -cell mass of type 2 diabetic people (Sakuraba et al., 2002). By OPT,
we found a 20% decrease in total B-cell volume of PM mice, which probably contributes to
the reduced insulin content. Importantly, Hnf1b is not expressed in B-cells, nor in islets. Based
on its crucial role in the regulation of Ngn3 expression (De Vas et al., 2015), we speculated
that the endocrine defects of PM mice appear during islet development. We found a
significant decrease in Ngn3 and other endocrine marker expression in E15.5-E17.5
embryonic pancreata, suggesting MODY?S is due to developmental defects.

MODYS patients display a hypoplastic pancreas associated with altered acinar and
ductal functions (Tjora et al., 2013). PM mice also exhibit exocrine anomalies, although they
appear later than the endocrine defects. RT-qPCR analyses of ductal and acinar marker
expressions showed no difference between PM and control mice at E17.5. Three months after
birth, PM ductal cells had fewer and shorter cilia than controls. Cilium defects were also
described in Hnf1b-inactivated pancreas, and were correlated with a dramatic loss of acinar
cells (De Vas et al, 2015; Quilichini et. al, in preparation). Although we did not find obvious
acinar defects in PM mice at this stage, we found a significant decrease in the rate of acinar
cell proliferation that we considered as a first step towards a further deterioration. From five
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to twelve months, the weight of PM pancreas strongly decreased, probably due to progressive
loss of acinar cells. At thirteen months, only few acini were remaining, and the major part of
the pancreatic tissus was occupied by adipocytes. As Hnf1b ductal inactivation was shown to
lead to a pancreatitis-like phenotype, we investigated the major features of pancreas
inflammation. As expected, thirteen-month-old pancreas displayed fibrosis, macrophage
infiltration and acinar-to-ductal metaplasia. This was associated with Hippo, TGFf3 and Notch
pathway deregulation, both implied in pancreatitis events. Neonatal inactivation of Hnf1b was
shown to induce pancreatic intraepithalial neoplasia (PanIN). Nevertheless, we found no
neoplastic lesion in PM pancreata. P8/Nuprl is a transcription cofactor whose expression is
usually induced by pancreatitis and several other cell stresses (Ilovanna, 2002). Genetic
inactivation of P8/Nuprl in mice impairs Kras-induced PanIN, suggesting it acts as a pro-
neoplastic factor (Grasso et al., 2014, 2015). P8/Nuprl is strongly induced following ductal
inactivation of Hnlfb (Quilichini et al., in preparation), but its expression is reduced in
PMHnflb mice. This could explain the absence of PanIN lesion in our MODYS5 mouse
model.

Altogether, these data show that PMHnf1b mice are a suitable model for the study of
MODYS and furnish new insights in the etiology and the physiopathology of this disease.
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Fig. 1. PMHnflb mice are glucose intolerant and not insulin-resistant. (A, B, C) Intraperitoneal glucose tolerance test
(IPGTT) in 6, 12 and 24-week-old animals comparing control (black line) and PMHnf1b mice (grey line). The corresponding
area under the curve (AUC) is illustrated for 12 and 24-week-old animals. (D) Evolution of morning fed blood glucose values
of control (black line) and PMHnf1b (grey line) mice between 6 weeks and 48 weeks. (E) Evolution of overnight-fasted
blood glucose values of control (black line) and PMHnflb (grey line) mice between 6 weeks and 48 weeks. (F) Insulin
tolerance test (ITT) in 24-week-old animals comparing control (black line) and PMHnf1b mice (grey line) (control, n=8§;
PMHnf1b, n=6).

119



NS

A 18 % B 20
16 F 175
e 14 § 310
_— *) =
S8 1 5 g 125 L
£ 5
88 10 3% 100 T
£ ET 7 T
S 0,8 S o
[ g 2 & 50
£ 06 T =g
25
0,4
0
0,2 WT  |PMHnflb| WT |PMHnflb
0,0 : ,
WT PMHNfLb 2.8 mM Glucose 16.7 mM Glucose
C BWT PMHnf1lb
160
PS 140
c
.8 120
(7]
(%]
£ 100
=
)
< 80
Z
[ 60
g
= 40
)
& 20
0

Insulin Pdx1 NeuroD1l MafA Glut2 Znt8

Fig. 2. Decreased pancreatic insulin content but no change in glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) and B-cell
marker expression in PMHnf1b mice. (A) Pancreatic insulin content was measured in control (black, n=3) and PMHnf1b
(grey, n=7) mice. (B) Isolated islets from control (black, n=8) and PMHnf1b (grey, n=7) mice were cultured in basal (2.8
mM glucose) or glucose-stimulated (16.7 mM glucose) conditions. (C) RT-qPCR analysis of several 3-cell markers in
control (black, n=7) or PMHnf1b (grey, n=6) isolated islets (NS for all markers).
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Fig. 3. PMHnf1b mice have fewer and smaller large islets than controls, resulting in decreased total islet volume. (A-
C) Quantification of small, medium and large islet numbers by Optical Projection Tomography (OPT) in control (black) and
PMHnf1b (grey) 4-month-old mice. (D) Quantification of small, medium and large islet total volumes. (E) Mean volume of
each large islet determined by the ratio of large islet volume to large islet number (control, n=7; PMHnf1b, n=7). (F, G) Iso-
surface rendered OPT images of representative control and mutant pancreas. Individual islet volumes are reconstructed based
on the signal from insulin-specic antibodies and have been pseudo colored to highlight the distribution of small (<1 x 10°
um? [white]), intermediate (1 x 10° — 5 x 10° pm® [red]), and large (>5 x 10® um? [yellow]) islets. Scale bars: 1 mm.
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Fig. 5. PMHnf1b pancreas display shortened primary cilia in early life and acinar cell loss in later life. (A, B) Sox9
(green) and acetylated a-Tubulin (Ac.Tub, red) immunostaining at 3 months (C, D). Hematoxylin and eosin staining of
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Pancreas development is controlled by a complex interaction of

Article history: signaling pathways and transcription factor networks that determine
Available online 23 October 2015 pancreatic specification and differentiation of exocrine and endo-
crine cells. Epigenetics adds a new layer of gene regulation. DNA

Keywords:

epigenetics

pancreas development
B-cells

DNA methylation
histone modifications
non-coding RNAs

stem cell differentiation
diabetes

pancreatic cancer

methylation, histone modifications and non-coding RNAs recently
appeared as important epigenetic factors regulating pancreas
development. In this review, we report recent findings obtained by
analyses in model organisms as well as genome-wide approaches
that demonstrate the role of these epigenetic regulators in the con-
trol of exocrine and endocrine cell differentiation, identity, function,
proliferation and regeneration. We also highlight how altered
epigenetic processes contribute to pancreatic disorders: diabetes and
pancreatic cancer. Uncovering these epigenetic events can help to
better understand these diseases, provide novel therapeutical targets
for their treatment, and improve cell-based therapies for diabetes.
© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

The pancreas originates from the embryonic foregut endoderm. Pancreas development is based on a
series of lineage decisions, giving rise to endocrine and exocrine cells. The exocrine pancreas consists of
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acinar cells that secrete digestive enzymes into the ductal network. Islets of Langerhans containing
hormone-producing endocrine cells, including $ (insulin), o (glucagon) and & (somatostatin) cells,
maintain glucose homeostasis. Transcription factors (TFs) play dominant roles in instructing this dif-
ferentiation program, such as Pdx1 required for the specification of multipotent pancreatic progenitor
cells (MPCs), and Neurog3 specifying endocrine precursors (reviewed in Ref. [1]). However, less is
known about the epigenetic mechanisms that coordinately regulate pancreatic lineage determination
and cell-fate decisions.

Epigenetics refers to heritable changes in gene expression patterns without alteration of the un-
derlying DNA sequence. DNA methylation, histone modifications and non-coding RNAs (ncRNAs) are
currently considered as epigenetic mechanisms. (i) DNA methylation occurs at cytosine-guanine (CpG)
sites and is associated with gene silencing in a cell-type-dependent manner. The DNA methylation
profile is established and maintained by DNA methyltransferases (DNMTs): Dnmt1, Dnmt3a and
Dnmt3b, and changes dynamically during development [2]. (ii) Post-translational modifications of
histones modulate chromatin structure and regulate accessibility of genes to TFs by formation of
permissive or repressive states. Histone-modifying enzymes promote the addition or the loss of spe-
cific marks such as methylation, acetylation or ubiquitination. Histone methylation is catalyzed by
histone methyltransferases (HMTs), whereas the reverse reaction is promoted by histone demethylases
(HDMs). Polycomb-group (PcG) proteins form two families of complexes, Polycomb-repressive com-
plex 1 (PRC1) and PRC2, and establish key repressive histone methylation marks. PRC2 comprises Ezh2,
which catalyzes the trimethylation of histone H3 lysine 27 (H3K27me3), a repressive histone mark.
PRC1 includes Bmil and Ring1b, catalyzing H2AK119 ubiquitination. Histone methylation can also be
associated with transcriptional activation. H3K4me3, catalyzed by Trithorax-group (TrxG) proteins, is a
prominent active histone mark [3]. Histone acetylation, mediated by histone acetyltransferases (HATSs),
prevents chromatin condensation, thus allowing transcriptional activation. Conversely, removal of
acetyl groups leads to chromatin compaction resulting in transcriptional repression. Deacetylation is
mediated by histone deacetylases (HDACs), which are grouped into different classes such as class I
(Hdacl, -2, -3, -8) and class Ila (Hdac4, -5, -7, -9) [4]. (iii) NcRNAs refer to a large cluster of RNAs which
are not translated into proteins. They include microRNAs (miRNAs, <20 nucleotides) and long ncRNAs
(IncRNAs, >200 nucleotides), whose expression is tissue and stage specific. MiRNAs alter mRNA sta-
bility, and even though they are not considered a true epigenetic mechanism, they interact with
epigenetic regulators such as Dnmt3, Ezh2 and Hdac1. Long ncRNAs bind to TFs and recruit chromatin-
modifying complexes [5].

In this review, we first present implication of these epigenetic factors along the steps of pancreas
development. Then, we depict the epigenetic mechanisms ensuring maintenance of pancreatic cell
identity, function and regeneration. We discuss epigenetic regulation of stem cell differentiation and
reprogramming. Finally, we highlight importance of epigenetics in disease: diabetes and pancreatic
cancer. For each part, DNA methylation, histone-modifications and ncRNAs are described sequentially.
Implication of epigenetics in pancreas development, function and disease is illustrated in Fig. 1. The
main epigenetic regulators are summarized in Table 1.

Epigenetics of pancreas development

Epigenetic mechanisms regulating differentiation of embryonic stem (ES) cells to multipotent pancreatic
progenitor cells (MPCs)

Chromatin reorganization controls accessibility for TFs and prepare ES cells to respond to signals,
thus allowing differentiation along a particular lineage, such as the endoderm. DNA methylation en-
sures the proper spatial and temporal developmental gene regulation by TFs contributing to the re-
striction of the differentiation potential. As an example, loss of DNA methylation allowed the
conversion of mesoderm cells to endoderm cells in response to the TF Gata4 in Dnmt1- and Dnmt3a/
Dnmt3b-deficient mesoderm cells [6].

Genome-wide studies have revealed that the promoters of lineage regulators in ES cells contain
bivalent chromatin domains that harbor both repressive (H3K27me3) and active (H3K4me3) marks.
This bivalent chromatin profile keeps lineage regulators poised for rapid activation and plays important
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Fig. 1. Implication of epigenetics in pancreas development, function and disease.

roles in maintaining the balance between self-renewal and differentiation. In response to differenti-
ation cues, the bivalent domains are resolved with the removal of H3K27me3 and activation of lineage-
specific developmental genes, by the HDMs Kdm6a (Utx) and Kdm6b (Jmjd3) that play an important
role in endoderm differentiation [7]. Kdm6b sequentially associates with two T-box factors, Tbx3 and
Eomes, leading to a spatial reorganization of the chromatin at the Eomes locus and response to Activin
signaling, thus driving ES cell differentiation towards the definitive endoderm lineage [8]. Kdm6a and
Kdm6b also contribute to definitive endoderm differentiation through modulation of the WNT
pathway, by sequentially activating Wnt3 and Dkk1 [9]. Liver and pancreas progenitors arise from
foregut endoderm and their regulatory elements exhibit distinct functional pre-pattern of chromatin
states in undifferentiated endoderm cells. The H3K27me3 repressive mark was enriched at the
pancreas elements such as Pdx1, by contrast with the liver elements. The H3K27 methyltransferase
Ezh2 indirectly promotes the liver program by restraining the differentiation of endoderm cells into the
pancreatic lineage. In parallel, a pathway by which the BMP signal recruits the HAT P300 results in
histone acetylation at liver target elements and enhances liver bud emergence [10]. Hdac1l mediates
also a fate switch, being required for establishing hepatic and exocrine pancreatic fates at the expense
of non-hepatic foregut endoderm in zebrafish [11].

Epigenetic regulation occurs at the stage of MPCs. Pancreas development is abrogated when Dnmt1
is deleted from MPCs. Dnmt1 represses the p53 regulatory region to maintain MPC survival [12].
Another study investigated the influence of the Swi/Snf chromatin remodeler, composed of the two
core ATPase subunits, Brg1 and Brm [13]. Conditional inactivation of Brg1 in MPCs leads to a normal but
hypoplastic pancreas. Brg1 probably decreases Pdx1™ MPC number by affecting their proliferative
capacity, through Pdx1 recruitment of Swi/Snf to progenitor target genes [14]. The RNAi machinery has
also a role in maintaining MPCs, as conditional inactivation of the miRNA processing enzyme Dicer1 in
MPCs leads to pancreas agenesis and neonatal death [15].

Epigenetic mechanisms regulating differentiation of MPCs to exocrine cells

The role of DNA methylation in exocrine cell differentiation was assessed by knockdown of Dnmt1
in zebrafish embryos, showing that Dnmt1 is required for acinar cell survival but not for pancreatic
duct or endocrine cell formation [16,17].
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Table 1
Main epigenetic regulators cited in the text.
Epigenetic mechanism Epigenetic mark Regulated by Function
DNA METHYLATION
DNA methylation / DNA methyltransferases Repression
(DNMTs): DNMT1, DNMT3A,
DNMT3B
DNA demethylation / TET family proteins Activation
HISTONE MODIFICATIONS
Histone methylation H3K27me3 Polycomb-Repressive Complexes Repression

(PRC1 and PRC2): Histone
methyltransferase (HMT)
EZH2 (in PRC2)

Histone ubiquitination H2AK119ub1 BMI and RING1B (in PRC1) Repression
Histone methylation H3K4me1/me2 HMT SET7/9 Activation
H3K4me3 Trithorax-group (TrxG) Activation

proteins: HMT MLL1
Histone demethylation H3K27 Histone demethylases Activation

(HDMs): KDM6A (UTX)
and KDM6B (JMJ3)

Histone acetylation H3K4ac/H3K27ac Histone acetyltransferases (HATSs) Activation

Histone deacetylation / Histone deacetylases (HDACs) Repression

CHROMATIN REMODELING

Nucleosome remodeling / SWI/SNF Complex: BRG1 Activ./Repress.
and BRM

NON-CODING RNAs
miRNA / Endonuclease Dicer Activ./Repress.
(governs miRNA processing)

HDACs are involved in acinar cell differentiation. Treatment of embryonic pancreas explants with
HDAC inhibitors (HDACi) suppresses acinar differentiation, whereas ductal and endocrine cell fates are
promoted. This demonstrates that modulation of acetylation by HDAC inhibition regulates pancreatic
cell fate decision from MPCs [18]. Hdac1 is required for exocrine differentiation in zebrafish [11]. Hdac1
plays a proliferative role in acinar and ductal morphogenesis, mediating cell cycle progression through
modulation of the expression of cyclin-dependant kinase (CDK) inhibitors and the SHH pathway
components [19].

MiRNAs also control acinar cell differentiation. Conditional inactivation of Dicer in acinar cells has
shown that miRNAs are required to establish acinar cell differentiation, and maintain acinar cell
morphology and polarity. Let-7b and miR-495 repress the TF Hnf6, constituting a critical network that
ensure acinar homeostasis, by driving differentiation of acinar cells while repressing hepatic gene
expression [20]. MiR-18a plays also a fine-tuning role in acinar cell differentiation, by regulating
expression of the TF Ptf1a in MPCs and acinar cells [21].

Epigenetic mechanisms regulating differentiation of MPCs to endocrine cells

A genome-wide analysis of the repressive mark H3K27me3 was performed during pancreatic endo-
crine specification, by comparing endoderm cells, pancreas progenitors, and endocrine progenitors from
mouse embryos at different stages. H3K27me3 domains increase in number during endocrine progenitor
development in vivo. In correlation, Ezh2 that catalyzes H3K27me3 restrains the induction of the endo-
crine commitment step, as deletion of Ezh2 at the pancreas progenitor stage enhances the production of
endocrine progenitors and B-cells. Moreover, inhibition of Ezh2 activity in embryonic pancreas explants
increases endocrine progenitors [22]. Ring1b establishes repressed states that refine the neuroendocrine
phenotype of islets and prevent inappropriate gene expression in differentiated cells. Ring1b bookmarks
selected target genes in MPCs to establish transcriptional repression of genes that are later locked in a
stably repressed state through Ring1b-independent mechanisms in differentiated p-cells [23].

Endocrine differentiation is also controlled by HDACs, since inhibiting HDAC enhances endocrine
differentiation. Treatment of embryonic pancreas explants with HDACi promotes the Neurog3 pro-
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endocrine lineage, leading to an increased pool of endocrine progenitors. Moreover, TSA and NaB
treatment increases f-cells [18,24]. The role of class Ila HDACs was explored and their expression was
found restricted to - and d-cells. An increased B-cell and/or d-cell mass was found in Hdac4, -5 and -9
mutant pancreases. Treatment of pancreatic explants with the class lla HDACi MC1568 enhances
expression of Pax4, a key TF required for proper - and 3-cell differentiation, and amplifies the pool of
B- and d-cells. Conversely, Hdac4 and Hdac5 overexpression shows a decreased pool of - and d-cells.
Thus, a dynamic change in histone acetylation is important for the specification of the different
endocrine cell subtypes and Hdac4, -5, -9 are key epigenetic regulators of - and d-cell differentiation
[25]. Another epigenetic complex, composed of the TF Nkx2.2, Dnmt3a and the repressor Grg3, reg-
ulates endocrine cell subtype differentiation. At embryonic day 13.5 (E13.5), Grg3-mediated Nkx2.2
repressor activity influences the competency of the Neurog3™ endocrine progenitor to differentiate
into e- versus B-cells [26].

MiRNAs are required for endocrine cell maturation. Conditional deletion of Dicer in MPCs causes a
loss of endocrine cells, attributed to a reduced number of Neurog3+ cells [15]. Deletion of Dicer in
endocrine progenitors leads to islet morphological defects in the neonatal period, loss of insulin
expression and diabetes [27]. A role for miR-375 was determined in pancreatic islet development in
zebrafish [28]. MiR-7, specifically expressed in endocrine precursors and in mature endocrine cells, acts
to limit Pax6 expression, a TF pivotal in hormone-producing cell type differentiation, allowing precise
endocrine cell maturation [29]. A study highlighted a link between miRNA, DNA demethylation, and
endocrine cell differentiation. MiR-26a is able to directly target Ten eleven translocation (TET) enzymes,
recently identified to mediate DNA demethylation, and then modulates 5-hydroxymethylcytosine levels
(5hmC). Regulation of TETs by miR-26a promotes differentiation and proliferation of endocrine cells.
TETs are downregulated in islets during postnatal differentiation, whereas miR-26a is upregulated.
Overexpression of miR-26a in mice increases postnatal islet cell number [30]. LncRNAs appear also to
have a role in islet maturation as more than one thousand IncNRAs were found conserved in mouse and
human islets. Remarkably, 55% of identified InRNAs were islet specific and developmentally regulated
[31,32].

Epigenetics and pancreas plasticity
Epigenetic mechanisms regulating maintenance of exocrine cell identity and regeneration

Epigenetic mechanisms are involved in the morphogenetic plasticity of exocrine cells, essential in
differentiation and tumorigenesis processes. Acinar cells display a robust capacity to undergo regen-
eration and renewal in response to insults that disrupt tissue integrity. Pancreatic injury triggers a
regenerative program, which is crucial for pancreas recovery. This program is critical for the mainte-
nance of tissue homeostasis as sustained engagement of tissue repair mechanisms is linked to neoplasia.
Loss of acinar cell identity during pancreatic injury leads to acinar-to-ductal metaplasia (ADM). Chronic
exposure to injury and regeneration in the pancreas is associated with high neoplastic risk. The process
of regeneration associated with acute or chronic pancreatic injury involves an induction of Bmil
expression in acinar cells, this member of the PRC1 complex being normally not expressed in adult acinar
cells. Moreover, Bmi1l plays a role in preneoplastic states in the pancreas and in tumor development. In
areas of chronic pancreatic damage, Bmil expression correlates with increased cell proliferation and
ADM [33]. Ezh2 is required for acinar cell regeneration. Ezh2 is upregulated following pancreatic injury
and conditional inativation of Ezh2 in acinar cells results in a defective regenerative response to cerulein-
induced injury in mice, with persistence of metaplastic lesions reflecting their compromised prolifer-
ation. Ezh2 is indeed required to maintain gene silencing of the p16™#4 cell cycle inhibitor in the
metaplastic epithelium of the regenerating pancreas. Ezh2 restricts neoplastic progression through
homeostatic mechanisms that control regeneration and prevent inflammation [34].

Epigenetic mechanisms regulating endocrine cell identity and function

Islet cells display a cell-type epigenomic plasticity. A human cell-type specific study of histone
methylation signatures, by ChIP-sequencing and RNA-sequencing, determined the epigenetic and
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transcriptional landscape of a- and B-cells. In contrast to B-cells, differentiated a-cells exhibit many
genes marked bivalently (with activating H3K4me3 and repressing H3K27me3 marks), and a cell-fate
conversion of a- to B-cells can be promoted by manipulating the histone methylation signature of
human islets [35]. In differentiated B-cells, the epigenetic landscape needs to be actively maintained to
stabilize cellular identity and DNA methylation is essential for repression of a-cell lineage genes. An
active repression of Arx, a major regulator of a-cell, is required to maintain B-cell identity. Deletion of
Dnmt1 or Dnmt3a leads to derepression of Arx, and B- to a-cell conversion. In -cells, Nkx2.2 binds the
hypermethylated promoter of Arx, in a complex with Dnmt3a and preferentially recruits Grg3 and
Hdac1 to repress Arx transcription [26]. In addition, methylated region of the Arx locus in B-cells is
bound by the methyl-binding protein MeCP2, which recruits the HMT PRMT6, that mediates histone
arginine H3R2 methylation, resulting in repression of Arx [36]. Altogether, these studies show that, in
B-cells, Nkx2.2, Dnmt3a, and MeCP2 coordinately bind the methylated DNA of the Arx promoter, recruit
the histone modifiers HDAC1 and PRMT6, and repress Arx expression, illustrating the importance of
epigenetic factors in maintaining adult B-cell identity.

TFs such as Pdx1 have important role in mature B-cell function and need chromatin-modifying
factors to modulate gene transcription effectively. By the differential recruitment of HAT or HDAC,
Pdx1 provides an epigenetic dynamic regulation of Insulin transcription in response to glucose. In -cell
lines, the HAT P300 cooperates with Pdx1 to facilitate Insulin transcription under high-stimulating
glucose concentrations. Conversely, under low-inhibitory glucose levels, Pdx1 associates with Hdac1
and Hdac2 to inhibit Insulin transcription [37—39]. Blood glucose signaling also regulates dynamically
the association of Pdx1 to the Swi/Snf chromatin remodeler. The antagonistic actions of Brg1-Swi/Snf
and Brm-Swi/Snf distinctly affect target gene expression in -cells and have significant implications for
glucose homeostasis. Brg1-Swi/Snf serves as a coactivator of Pdx1-mediated gene expression in B-cells,
whereas Brm-Swi/Snf acts in a corepressive manner [ 14]. Strongly enriched in islets, the HMT Set7/9 is
necessary for the transcription of essential genes controlling glucose-stimulated insulin secretion in
primary islets. Set7/9 is recruited to specific B-cell genes such as Insulin and Glut2 through interaction
with TFs such as Pdx1, leading to maintenance of the active mark H3K4me2 [40]. Under conditions of
hyperglycemia and endoplasmic reticulum stress, Set7/9 displays nuclear-to-cytoplasmic localization
in B-cells. Exclusion of Set7/9 from the nucleus correlated with a loss of H3K4me2 at the Insulin pro-
moter and a decreased B-cell secretory function [41].

MiRNAs are required in B-cells by controlling expression levels of genes essential for maintenance of
B-cell identity and function (reviewed in [42]). A B-cell specific conditional inactivation of Dicer,
resulting in a global loss of miRNAs, leads to progressive impairment of insulin secretion, glucose
homeostasis and diabetes [43]. The profile of miRNAs differentially expressed in o- and B-cells was
determined, as well as their potential TF targets [44]. Among them, miR-375 is a critical regulator of -
cell function [45], miR-26, miR-148 and miR-182 regulate Insulin promoter activity [46]. LncRNAs seem
also to contribute to the unique regulatory environment found in islet cell-subtypes. The study that
evaluated the cell-specific epigenetic and transcriptional landscape of human a- and B-cells identified
12 B-cell-specific and 5 a-cell-specific IncRNAs [35]. LncRNAs appear to control -cell function through
the regulation of imprinted loci [47]. A B-cell-specific IncRNA, the IncRNA HI-LNC25, influences gene
expression in mature B-cells. Depletion of HI-LNC25 indeed decreases expression of the TF and
monogenic diabetes gene GLIS3 [31].

Epigenetic mechanisms regulating (-cell proliferation and regeneration

Regulation of B-cell proliferation is critical to adapt to metabolic demand. For example, Menin-
dependent histone methylation provides an epigenetic mechanism for controlling B-cell expansion
during pregnancy. In pregnant mice, the hormone Prolactin reduces levels of Menin, an endocrine
tumor suppressor and transcriptional regulator. Menin associates with a HMT complex, promoting
H3K4me3. This maintains expression of p27%! and p18'™¥4C, which encode CDK inhibitors and prevent
islet proliferation [48].

B-cell proliferation and regeneration decrease with age and are regulated by epigenetic modifica-
tions at the Cdkn2a locus through PRC1, PRC2 and TrxG complexes. Expression of the cell cycle inhibitor
p16™4a encoded by Cdkn2a, increases with age, and reduces the proliferative and regenerative
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capacity of aged B-cells. Ezh2 promotes B-cell replication, by repressing Cdkn2a, through H3K27me3.
With age, there is a decreased expression of the two PcG proteins Ezh2 and Bmil. This is associated
with a loss of repressive marks, essentially H3K27me3, decreased Bmil binding, loss of H2A ubiq-
uitination, increased recruitment of the TrxG protein MIl1, and a concomitant increase in H3K4me3,
leading to derepression of the Cdkn2a locus [49,50]. During regeneration, after -cell destruction with
streptozotocin, increased Bmil binding to the Cdkn2a locus coincides with decreased H3K4me3 and
leads to a decrease in p16™ 42 levels, resulting in increased B-cell proliferation [50]. In old mice,
combined knockdown of Mll1-containing TrxG complex with Ezh2 overexpression increases f-cell
replication [51]. Thus, epigenetic manipulation of these complexes or their respective histone modi-
fication marks in B-cells might be a useful tool for promoting B-cell proliferation and regeneration.

Epigenetics of embryonic stem cell differentiation and reprogramming

In clinical practice, type 1 diabetic patient can receive islet transplantation of two or three donors,
but the scarcity of islet donors has restricted this therapy. A major goal is to generate unlimited number
of B-cells from ES cells (ESC) or human induced pluripotent stem cell (hPSC), as a renewable cell-based
therapy for the treatment of diabetic patients. Several protocols based on the fundamental knowledge
acquired by studying pancreatic development attempted to recapitulate these different steps from ESC
to definitive endoderm (DE), primitive gut tube (GT), pancreatic endoderm (PE), endocrine precursors
and B-cells. Epigenetic compounds and compounds that regulate signaling pathways help to amelio-
rate these protocols to produce functional B-cells at a sufficiently high efficiency [52—54]. The majority
of protocols have failed to produce fully functional p-cells without an in vivo maturation stage in mice.
Thus, understanding regulators such as epigenetic actors involved in this critical maturation stage is
crucial for the therapeutic generation of p-cells. For example, the six IncRNAs whose expression was
found only activated at this last stage could be useful [31,32]. One identified dysfunction of in vitro-
produced B-cells is an inappropriate remodeled chromatin compared to primary human islets, linked
to a failure to eliminate PcG-mediated repression on endocrine-specific genes, thus identifying a
possible strategy for improving cell differentiation [55]. Finally, precise modifications of epigenetic
profiles may allow conversion of pancreatic cells into bona fide B-cells.

These protocols can also help to understand the epigenetic mechanisms that orchestrate remod-
eling of the chromatin landscape and drive the different steps of differentiation. Epigenetic regulation
of gene enhancer elements is important for establishing cell identity. Histone H3K27ac distinguishes
active enhancers from unmarked (i.e. inactive, lacking all of the features associated with the active
enhancer state), or poised enhancer, carrying H3K4me1 in the absence of H3K27ac [56]. Poised en-
hancers are important for the plasticity of developmental decisions. They can acquire the signature of
active enhancers in response to environmental or developmental stimuli. These regulatory events at
enhancers contribute to the specific gene expression programs that determine cell state and the po-
tential for differentiation into new cell types. They might facilitate cell reprogramming strategies for
use in regenerative medicine [57,58]. A study mapped enhancer-related histone modifications during
human ESCs differentiation toward the pancreatic fate at defined stages (from ESCs to PE) [59]. Classes
of active enhancers (H3K4mel, H3K27ac) and poised enhancers (only H3K4mel) were defined.
Interestingly, a poised enhancer landscape linked to genes of multiple GT-derived lineages is gained
during the transition of DE to GT. Analysis of active enhancers in human islets determined that en-
hancers of endocrine-cell genes are pre-marked in PE, prior to terminal differentiation. This study
allows the identification of a poised chromatin state at enhancers as a mechanism by which progenitor
cells acquire developmental competence. These findings have also implications for differentiation
protocols, as cells have to acquire the transcriptional competence to appropriately respond to
instructive signals given by compounds [59].

Cellular reprogramming of somatic cells is an alternative strategy to generate B-cells. Altering
chromatin modification state of a human cell may enhance conversion to insulin-secreting cells. For
example, a study achieved the direct conversion of adult human skin fibroblasts into insulin-secreting
cells, avoiding a stable pluripotent stage and transgenic modification. Adult human skin fibroblasts
were exposed to a DNMTi followed by a three-step protocol for the induction of pancreatic endocrine
differentiation [60]. In another protocol, epigenetic modulating factors (a HDACi and a DNMTi) with
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overexpression and silencing of genes important for pancreatic endocrine development were used on
primary human dermal fibroblasts to transdifferentiate into islet-like cells that decrease glycemic
levels in diabetic mice [61].

A major aspect of cellular reprogramming concerns the stability of epigenetic information, which is
relevant to the functionality and safety of reprogrammed hPSC. hPSC showed a potentially high degree
of imprint instability during reprogramming due to epigenetic alterations related to DNA methylation
and regulation of imprinted genes [62]. Further studies will be required to resolve this question.

Epigenetic mechanisms involved in diabetes

Type 2 diabetes (T2D) is associated with a reduction in B-cell mass and impaired B-cell function.
Genome-wide association studies (GWAS) have identified more than 70 loci robustly associated with
T2D risk, but that explain only ~11% of T2D cases. Most of the causal single nucleotide polymorphisms
(SNPs) fall outside coding genes, suggesting that epigenetics is important for the pathophysiology of
T2D [63].

Environment can affect gene expression through epigenetics. Animal models of prenatal under-
nutrition showed that rats exposed to intrauterine growth retardation (IUGR) develop T2D in the
adulthood due to a self-propagating epigenetic silencing cycle of the Pdx1 locus. In this model, Pdx1
expression is decreased due to histone deacetylation and chromatin remodeling. Hdac1 is recruited
and decreases histone acetylation. The recruitment of a HMT increases H3K9me2, repressing Pdx1. The
phenomenon is reversible in neonatal islets with HDACi treatment but not in adult, where DNA
methylation locks the promoter into a silenced state, resulting in diabetes [64]. The TF and monogenic
diabetes gene Hnf4a is epigenetically regulated by maternal diet and aging in rat islets. A progressive
epigenetic silencing of the entire Hnf4a locus in islets prevents enhancer—promoter interaction and
increases the risk of T2D [65]. Tissue-specific methylation and parental imprinting of the growth factor
receptor-bound protein 10 (GRB10) gene, a negative regulator of insulin signaling, influence glucose
metabolism and contribute to T2D. Interestingly, allelic imbalance was observed with different effects
on glucose metabolism, if the allele of the GRB10 variant was transmitted from fathers or mothers [66].

Altered DNA methylation at promoters of genes critical for B-cell function contributes to T2D.
Increased DNA methylation at promoters of PDX1 and PPARGCIA associates with decreased gene
expression and reduced insulin secretion in islets from T2D patients [67,68]. Global DNA methylation
and gene expression analyses from islets from T2D and non-diabetic donors reveal that 96% of the sites
showing differential methylation in T2D islets display decreased methylation, including genes related
to signaling pathways essential for f-cell adaptation and apoptosis, such as CDK5R1 (Cyclin-dependent
kinase 5 regulatory subunit 1). It encodes a direct activator of CDKS5, leading to decreased transcription
of Pdx1 and Insulin. By contrast, a minority of genes are hypermethylated and silenced in islets from
T2D donors, such as PAX4, essential for p-cells. Aberrant methylation contributes to a loss of B-cell
identity under pathophysiological conditions [69]. Another recent study described the human meth-
ylome and transcriptome in islets from T2D donors, providing a detailed map of the global DNA
methylation pattern in islets, - and a-cells. 75% of the differentially expressed genes show a decreased
methylation, associated with increased gene expression in T2D islets. Candidate genes affecting - and
a-cells were identified, such as CDKN1A and EXOC3L2, which regulate B-cell proliferation and exocy-
tosis, respectively [70]. SNPs identified as T2D risk variants might introduce or remove a CpG dinu-
cleotide, a mechanism through which they can influence DNA methylation patterns, thus affecting
gene function and contributing to the disease [71]. TFs interact functionally with the epigenome and
dysregulation of islet enhancers is relevant to the mechanisms underlying T2D. Many variants asso-
ciated with T2D reside in clusters of enhancers that form physical three-dimensional chromatin do-
mains and abolish enhancer activity [72].

The epigenetic architecture of human islets was analyzed by ChIP-seq to create genome-wide maps
of histone modifications associated with gene activation (H3K4me1, H3K4me2, H3K4me3, H3K79me?2)
and repression (H3K27me3). These epigenomic maps can serve to understand the epigenetic basis of
T2D [73,74]. A study compared the histone methylation profile of purified p-cells to the one of MPCs,
and differentiated cells including acinar, liver and neural tissue. An important epigenetic event consists
in a selective removal of the repressive mark H3K27me3 in a core developmental program that enables
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B-cells to acquire a neural gene activity state. The finding that a dynamic regulation of PcG repression
program shapes the identity of B-cells provides a baseline to investigate how perturbations of the -cell
epigenome can contribute to the development of T2D [75].

MiRNAs and their epigenetic control by DNA methylation contribute to the pathogenesis of T2D. A
cluster of miRNAs in the imprinted locus DLK1-MEG3 is specifically expressed in human B-cells.
Downregulation of this miRNA cluster observed in T2D islets from donors correlates with hyper-
methylation of its promoter. The ncRNA gene MEG3 is also downregulated in T2D islets [76].
Furthermore, a miR-7 genomic circuit was shown to regulate insulin granule exocytosis in p-cells. MiR-
7a levels were found decreased in diabetic mouse models and in T2D islets [ 77]. A decrease in miR-30d
expression is also observed in the islets of diabetic mice. MiR-30d protects cells from TNF-a sup-
pression of Insulin transcription [78]. MiR-185 is downregulated in the islets of diabetic patients and
mice. MiR-185 promotes insulin secretion and B-cell growth by targeting SOCS3 and regulating Stat3
pathway [79]. Islet enriched miRNAs could serve as blood marker to detect B-cell death and predict
diabetes. The levels of circulating miR-101, miR-375 and miR-802 are increased in T2D patients and
may become new biomarkers for T2D [80,81]. Several IncRNAs are found dysregulated in islets from
T2D subjects, and one IncRNA regulates GLIS3, showing that IncRNAs have the ability to control
important diabetes genes [31]. The fact that IncRNAs have the potential to regulate gene expression and
cellular identity in B-cells offers the opportunity to better understand T2D etiology and novel targets
for treatment [47,82].

Epigenetic mechanisms involved in pancreatic cancer

In up to 95% cases, pancreatic cancer arises in exocrine cells, the most common being pancreatic
ductal adenocarcinoma (PDAC). It arises from precursor lesions, including pancreatic intraepithelial
neoplasia (PanIN) and intraductal papillary mucinous neoplasia (IPMN) [83]. The role of Kras as an
initiating cancer mutation is one of the best established mechanism required for the development of
pancreatic cancer. In addition to an accumulation of somatic mutations that affect the DNA sequence
directly, epigenetic reprogramming can lead to an increased cell growth and survival, and contribute to
tumorigenesis.

DNA methylation of tumor suppressor gene promoter sites is a major epigenetic mechanism, which
plays a role in tumorigenesis. APC, BRCA1, p16™%4? are the most frequently methylated gene promoter
regions in human pancreatic neoplasms [84]. Genome-wide patterns of DNA methylation in PDAC
reveal an enrichment of aberrantly methylated genes involved in key mechanisms: TGF-f, WNT,
integrin signaling, cell adhesion, stellate cell activation. Another analysis suggests an epigenetic sup-
pression of SLIT-ROBO signaling and upregulation of MET and ITGA2 [85]. Epigenetic silencing of EYA2,
associated with promoter methylation and histone deacetylation, promotes tumor growth, whereas
overexpression in mice limits the growth and metastases of PDAC [86]. Downregulation of WNK2 by
promoter hypermethylation is observed in PanIN and in a PDAC mouse model, enhancing tumor cell
growth via the ERK—MAPK pathway [87]. Aberrant DNA methylation of miRNAs occurs in PDAC. MiR-
615-5p is silenced in PDAC cell lines by promoter hypermethylation, which limited its inhibition on
IGF2, thereby contributing to tumor growth and invasion [88]. PDAC have patterns of gene methylation
that differ from pancreatic endocrine tumors (pNET). Analysis of the epigenome of pNET tissue also
identified mutations of the chromatin-remodeling genes ATRX/DAXX and inactivating mutations of
MEN]1, encoding menin [89].

PDAC involves an increased expression of DNMT1, DNMT3A and DNMT3B. A cooperation between
DNMT1 and HDAC1 was suggested, DNA methylation initiating the repression, which is then executed
by histone deacetylation. Increased expression levels of DNMT1 and HDAC1 are found from precan-
cerous lesions to pancreatic cancer, and reflect the malignancy of PDAC [90]. HDAC1 contributes to the
uncontrolled proliferation during pancreatic tumorigenesis. The developmental events described
above, in which Hdac1 mediates cell cycle progression through modulation of the expression of CDK
inhibitors and the SHH pathway components, are recapitulated in human PDAC cells [19]. Expression of
Sin3b, encoding proteins of the Hdac1/2 repression complex, was also found upregulated in a mouse
model of PDAC [91]. Sin3b inactivation in mice leads to delayed PDAC progression, associated with
impaired inflammatory response [92]. Moreover, Sin3b was found as a novel direct target of Bmil
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forming an essential epigenetic complex of cellular senescence. Upon oncogenic stress, Bmil disso-
ciates from the Sin3b locus, resulting in increased Sin3b expression and entry into cellular senescence
through derepression of the Cdkn2 locus [93]. Brgl is also a critical epigenetic regulator of genes
important for IPMN and PDAC progression. Acinar deletion of Brg1 in mice cooperates with oncogenic
Kras to form cystic neoplastic lesions that resemble human IPMN and progress to PDAC. Enrichment for
H3K27Me3 mark on the promoters of several genes is associated with reduced expression of these
genes in Brgl-depleted IPMN—PDAC cells [13]. Methyl-CpG binding domain protein 1 (MBD1) pro-
motes pancreatic cell invasion. MBD1 forms a complex with Twist and NAD-dependent deacetylase
SIRT-1 on the CDH1 promoter, which results in epigenetic downregulation of E-cadherin and increased
epithelial-to-mesenchymal transition [94]. Bmil, Ringlb and Ezh2 are upregulated in PDAC, and
H2AK119Ub1 and H3K27Me3 marks may serve as discriminatory biomarkers for PDAC staging [33,95].
The genomic landscape of PDAC human cell lines, explored by ChIP-seq and RNA-seq, reveals regions
with an enrichment of positive marks (H3K4me1, H3K4me3, RNA Pol II) and a depletion of negative
marks (H3K27me3), in correlation with gene expression. Global analyses of epigenetic marks and
transcribed sequences can contribute to understand the mechanisms underlying PDAC. In this study,
ALDH1A3 was upregulated and identified as a novel candidate gene for PDAC [96].

Misexpression of miRNAs is commonly observed in PDAC and its precursor lesions (reviewed in
[97]). For example, miR-21 and miR-155 are upregulated in IPMNs and their expression correlates with
histological features of progression [98]. By contrast, lower levels of miR-101 can be a trigger for the
adenocarcinoma sequence of IPMN, by upregulation of EZH2 [99].

Thus, epigenetic modifications contribute to the pathogenesis of T2D and to malignant cellular
transformation. Therefore, the use of novel targeted epigenetic therapies is very attractive, and may be
promising due to the relative reversibility of DNA methylation and chromatin modifications.

Practice points

e Specific epigenetic marks can predict cell fate during development.

e Epigenetics has essential roles in pancreatic cell differentiation, maintenance of identity and
function.

e Endocrine pancreas displays an inter-cellular plasticity highlighted by bivalent epigenetic

marks.

Epigenetic modifications enhance stem cell differentiation and reprogramming efficiency to

pancreatic cells.

Alteration of pancreatic cell epigenetic landscape can induce diabetes or pancreatic cancer.

Epigenetic regulation confers cellular plasticity to the pancreas, linked to pancreas regen-

eration and pancreatic diseases. Knowledge and manipulation of epigenetics can drive

reprogramming of pancreatic cells, while controling the risks of cancer.

Research agenda

e Further analyses of epigenetic regulation of acinar and ductal cells

e Epigenomic maps of isolated pancreatic cell populations

o |dentify epigenetic marks and epigenetic regulators that facilitate pancreatic differentiation.
Target them by epigenetic editing to improve in vitro B-cell differentiation protocols from
hPSC and direct reprogramming to B-cells

e Genome-wide analyses to identify non-coding variants that contribute to T2D and develop
novel therapies for T2D
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Table 2
Studies of the roles of epigenetic actors in pancreas development and B-cell function.
Dev. Stage Experiment Cell/organism Phenotype Ref
From ES cells Dnmt3a~'~; Dnmt3b~/~ Mouse ES Lineage conversion from [6]
to pancreatic double-knock-out cells mesoderm to endoderm
progenitors KDMG6A or KDM6B Human ES Impaired endoderm [9]
knock-down cells differentiation, rescued by
sequential treatment with
WNT agonist and antagonist
FoxA3-Cre; Ezh2/! Mouse Expanded pancreatic [10]
progenitor domain at the
expense of liver
development
P300!- Mouse Decreased specification [10]
of liver over pancreas
progenitors
Hdac1°43¢ Zebrafish Hepatic and exocrine [11]
pancreatic specification
and differentiation
severely affected,
expanded foregut tissue
Pdx1-Cre; Dnmt 117 Mouse Pancreas agenesis [12]
due to apoptosis of
pancreatic progenitors,
rescued by
haploinsufficiency of p53
Ptfla-Cre; Brg1!if Mouse Hypoplastic pancreas [13]
Pdx1-Cre; Dicer/ Mouse Pancreas agenesis [15]
From pancreatic Dnmt1 knock-down Zebrafish Defects in exocrine [16]
progenitors to pancreas differentiation
exocrine cells
Dnmt1%87? or Dnmt159%4 Zebrafish Acinar cells apoptosis, [17]
no duct or endocrine
defects
HDAC inhibitors Mouse Decreased acinar [18]
differentiation in
pancreatic explants
Hdac1°43¢ Zebrafish Defects in exocrine [11]
pancreas specification
and differentiation
Hdac1""618 Zebrafish Growth arrest and [19]
dysmorphogenesis of
exocrine pancreas
Foxa3-Cre; Dicer~ Mouse Impaired acinar cell [20]
or Ela-Cre; Dicer'! differentiation
From pancreatic Pdx1-Cre; Ezh2V! Mouse Increased endocrine [22]
progenitors to progenitors
endocrine cells EZH2 inhibitors Human ES Increased endocrine [22]
cells progenitors in hESCs
Mouse and pancreatic explants
Pdx1-Cre; Ring1b™| Mouse Transcriptional [23]
Ins-Cre; Ring1b"? derepression of a subset
of direct Ring1b target
genes in differentiated
islet cells/no derepression
HDAC inhibitors Rat Increased endocrine [18]
progenitors
Hdac4~'~ Mouse Increased d-cells [25]
Hdac5~ /- Mouse Increased B- and d-cells [25]
Hdac9~/~ Mouse Increased B-cells [25]
Hdac4 and Hdac5 Rat [25]
overexpression

(continued on next page)
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Table 2 (continued )

Dev. Stage

Experiment

Cell/organism

Phenotype

Ref

Nkx2 2TNmur/TNmur

Pdx1-Cre; Dicer™

Ngn3-Cre; Dicer™

MiR-375 knock-down

MiR-7 overexpression

MiR-7 knockdown

MiR-26a overexpression

Mouse

Mouse

Mouse

Zebrafish

Mouse

Mouse

Mouse

Decreased pool of -
and d-cells in pancreatic
explants

Decreased B-cells and
increased e-cells
Impaired development
of endocrine cells,
especially B-cells
Decreased endocrine
cell mass in

2-week-old mice
Aberrant migration

of pancreatic islets

Pax6 downregulation
and inhibition of a-

and B-cell differentiation
Pax6 upregulation and
enhancement of o-

and B-cell differentiation
Increased islet cell number

[26]

[15]

[27]

(28]

[29]

[29]

(30]

Mature B-cells

HMT inhibitor

Ins-Cre; Dnmt3a™"

NkXZ.ZTNm”r/TNm”r

Rip-Cre; Dnmt1"/1

Brg1 knock-down
Brm knock-down

Set7/9 knock-down

RIP-Cre; Dicer!

MiR-375 KO

MiR-26, miR-182,
miR-148 knock-down
RIP-1tTA; Men1

(Men1 overexpression)

RIP-Cre; Ezh2/

Bmi~/~

Human islets

Mouse

Mouse

Mouse

INS-1 B-cells

Mouse islets

Mouse

Mouse

MING B-cells

Mouse islets
Mouse

Mouse

Mouse

Reprogramming of

o- to B-cells

Ectopic expression of
Arx in B-cells,
reprogramming of

B- to a-cells

Ectopic expression of
Arx in B-cells,
reprogramming of

B- to a-cells
Reprogramming of
B-cells to a-cells
Decreased Insulin,
MafA and Glut2
expression

Increased Insulin,
MafB, Glut2 and

Ucn3 expression
Defects in insulin
secretion

Reduced B-cell

mass and impaired
glucose secretion
Increased o-cell
number and decreased
B-cell mass due to
impaired B-cell
proliferation, hyperglycemia
Decreased Insulin expression

Impaired maternal

B-cell expansion

during pregnancy
Accelerated loss of
H3K27me3 repression at
Cdkn2a, premature p16INK4a
expression, reduced B-cell
proliferation and mass, mild
diabetes and impaired B-cell
regeneration

(351

[26]

[26]

[36]

[14]

[40]

[43]

[45]

[46]

(48]

[49]

[50]
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Table 2 (continued )

Dev. Stage Experiment Cell/organism Phenotype Ref

Reduced B-cell proliferation

in young mice and impaired

B-cell regeneration
RIP-rtTA; Ezh2TG Mouse Increased B-cell replication [51]
(Ezh2 overexpression) in young mice

Summary

The recent findings presented in this review demonstrate that epigenetic mechanisms are important
regulators of pancreas development and function (summarized in Table 2). DNA methyltransferases,
histone modifiers and ncRNAs regulate gene expression and, with TFs, coordinately control cell-fate
decisions and the pancreatic differentiation program. These epigenetic actors drive differentiation of
endoderm cells into the pancreatic lineage. Then, they are required for initiating acinar cell differenti-
ation and maintaining acinar cell identity and homeostasis. As some embryonic mechanisms are reca-
pitulated in the process of recovery or tumorigenesis, these epigenetic mechanisms are also involved
during tissue regeneration, and can contribute to neoplasia. A repressive epigenetic state seems to be
required in acinar cells, and an alteration of these epigenetic mechanisms can initiate and promote
pancreatic cancer. These epigenetic actors are required for endocrine cell differentiation. Inhibition of
different histone-modifying enzyme activity enhances the pro-endocrine lineage. Histone-modifying
enzymes and miRNAs are required to repress a neuronal fate in endocrine cells. Finally, these epige-
netic actors are required for B-cell differentiation, function, proliferation and maintenance of identity.
High epigenomic plasticity allows endocrine cell-subtype reprogramming. Genome-wide analyses
provide epigenomic maps that can serve as a resource for understanding the pancreatic differentiation
steps and the epigenetic basis of pancreatic cancer and diabetes. These fundamental and clinical ob-
servations of epigenetic mechanisms provide new insights in the understanding of pancreas develop-
ment and diseases. These epigenetic marks or actors can serve as disease biomarkers and potentially as
therapeutical targets and could promote the design of new therapeutic strategies.
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Régulation épigénétique de la régénération acinaire du pancréas :
role de HDAC3

A. Contexte

1. Résultats préliminaires : réle des HDAC de classe | dans le développement

du pancréas

Au cours de I'embryogenése, de nombreux mécanismes épigénétiques tiennent un
rble majeur dans la spécification des lignages cellulaires. Les histone
acétyltransférases (HAT) et histone désacétylases (HDAC) peuvent moduler I'état de
compaction de la chromatine et ainsi participer a la régulation de la prolifération et de
la différenciation cellulaires. Décrits en introduction, les travaux de C. Haumaitre et
ses collégues ont montré que la spécification des lignages pancréatiques pouvait
étre modulée par traitement avec des inhibiteurs des HDAC (Haumaitre et al., 2008,
2009). Ces études ex vivo ont révélé I'implication des HDAC dans le développement

du pancréas.

Plus récemment, notre équipe a examiné in vivo les réles des HDAC de classe |
dans le développement des cellules endocrines et exocrines du pancréas (résultats
non publiés). Les inactivations conditionnelles de HDACT1, 2 et 3 dans les
progéniteurs pancréatiques multipotents ont été réalisées par le systéme Cre-Lox
inductible avec les lignées Pdx1-Cre, HDAC1"" HDAC2"™ et HDAC3"™. HDAC1 et 2
ayant des fonctions redondantes, elles ont été inactivées simultanément. Les
inactivations de HDAC1/2 et de HDACS3 induisent respectivement une agénésie et
une forte hypoplasie pancréatiques, toutes associées a une mortalité post-natale
précoce. Dans les deux cas, I'expression des principaux marqueurs endocrines et
acinaires est fortement diminuée au cours du développement (Fig. 1), suggérant un
réle essentiel des HDAC de classe | dans la prolifération, la survie et la
différenciation des progéniteurs pancréatiques.
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Fig. 1. Les inactivations pancréatiques de HDAC1/2 et de HDAC3 perturbent le développement
des cellules exocrines et endocrines. (A) RT-qPCR d’Insuline (-90%), Glucagon (-60%) et Amylase
(-45%) chez les souris Pdx1-Cre;HDAC1"™:HDAC2"™ (n=4) et leurs contréles (n=10) a E15.5. (B) RT-
gPCR d'Insuline (-40%), Glucagon (-60%) et Amylase (-45%) chez les souris Pdx1-Cre;HDAC3"™
(n=7) et leurs contrbles (n=9) a E17.5.

2. Analogies entre développement et régénération des cellules acinaires

Plusieurs voies de signalisation et facteurs de transcription dirigent le développement
du pancréas de fagon coordonnée. Au cours de la régénération du pancréas
exocrine, certains de ces signaux du développement sont induits par les cellules
acinaires qui adoptent alors un profil d’expression de type canalaire, similaire a celui
des progéniteurs pancréatiques multipotents (Jensen et al., 2005). Ce processus,
déja évoqué en introduction, est dénommé métaplasie acino-canalaire (ADM). Parmi
les facteurs de transcription impliqués, Pdx7 est exprimé dés le début du
développement du pancréas, dans les bourgeons épithéliaux en formation. Chez
I'adulte, son expression n’est détectée dans aucune cellule exocrine. Suite a une
Iésion, les cellules acinaires subsistantes engagent I'expression de Pdx17, suggérant
'implication de signaux du développement dans la régénération du pancréas
(Jensen et al., 2005).
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Au cours du développement du pancréas, la voie de signalisation Notch inhibe la
différenciation acinaire au profit des lignages endocrine et canalaire (Afelik and
Jensen, 2013; Schaffer et al., 2010). Chez la souris, I'inactivation pancréatique de
Notch1 perturbe la régénération acinaire suite a un traitement a la céruléine. Les
structures métaplasiques Pdx1* des souris Ptf1a-Cre;Notch1" sont persistantes,
tandis que celles des contrbles se résorbent quelques jours aprés traitement. (Siveke
et al., 2008). Ce résultat démontre I'implication de la voie Notch dans la régénération

acinaire.

Un résultat similaire a été observé dans un modele d’inactivation de la voie
Hedgehog, dont I'inhibition au cours du développement est essentielle a I'expression
de Pdx1 (Hebrok et al., 1998). Chez la souris, I'inactivation de Smo dans les cellules
acinaires matures perturbe la résorption de 'ADM mise en place au cours de la
régénération (Fendrich et al., 2008). La voie Hedgehog contribue donc également a

la régénération acinaire.

Les mémes expériences ont été menées sur des facteurs de transcription essentiels
a l'organogenése du pancréas. De fagon identique a Notch1 et Smo, l'inactivation
pancréatique de Nrba2, acteur majeur de la spécification acinaire, bloque la
redifférenciation acinaire des cellules métaplasiques aprés inflammation (von Figura
et al., 2014).

Au cours de lI'embryogenése, le facteur de transcription Mist1 contribue a la
différenciation terminale des acini (Pin et al., 2001). Les souris Mist1%° présentent
une sensibilité accrue a la pancréatite, avec une réponse inflammatoire et une
nécrose exacerbées en comparaison des contréles suite a un traitement a la
céruléine (Kowalik et al., 2007). Ce résultat démontre I'implication des acteurs du
développement non seulement dans la phase de régénération, mais également dans

la phase d’inflammation du pancréas exocrine.

L’ensemble de ces données révele des fortes analogies entre les mécanismes du

développement et de la régénération acinaires.
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B. Objectif et stratégie

Basés sur le rble précédemment démontré des HDAC de classe | dans le
développement du pancréas, nous nous sommes interrogés sur leur implication dans
la régénération acinaire. Nous nous sommes focalisés sur HDAC3 dont nous avons
inactivé le géne in vivo dans les cellules acinaires matures chez la souris. Cette
inactivation a été réalisée par le systeme Cre-Lox inductible avec les lignées Pif1a-
Cre™ et Hdac3". L'expression de la recombinase a été induite par injections

intrapéritonéales de tamoxiféne chez des souris agées d’environ deux mois.

Dix jours aprés inactivation de HDACS3, une pancréatite aigue a été induite par
injections intrapéritonéales de céruléine. La céruléine est un analogue de la
cholésystokinine qui stimule directement la production et la sécrétion des
proenzymes acinaires chez le rongeur. Lorsqu’elle est administrée a des doses
supra-physiologiques, la céruléine induit une production excessive de proenzymes,
conduisant a leur activation intracellulaire et a I'autodigestion des cellules acinaires
(Hyun and Lee, 2014).

Le suivi de la régénération du pancréas a été réalisé par RT-qPCR, en mesurant les

cinétiques d’expression des principaux marqueurs acinaires.

La procédure expérimentale, similaire a celle mis en ceuvre dans le projet

d’inactivation de Hnf1b, est illustrée dans la figure 2.

10w 12w
Tamoxifen Cerulein
AR A W!W
[Do] b1 [p2] [D7]
L Analysis | —]

Fig. 2. Etude du réle de HDAC3 dans la régénération acinaire : procédure expérimentale.
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C. Résultats

Avant traitement a la céruléine (DO0), les souris contréles et inactivees pour HDAC3
expriment les principaux marqueurs acinaires a des niveaux similaires. En condition
normale, HDAC3 ne semble donc pas impliqué dans le maintien de l'identité acinaire
(Figure 3).

Deux jours apres traitement a la céruléine (D2), les pancréas contréles et mutants
sont largement dégradés. Dans les deux groupes, I'expression des marqueurs
acinaires est drastiquement diminuée. Déja tres marquée chez les contrdles,
I'atteinte acinaire I'est encore davantage chez les mutants. Par exemple, a D2,
I'expression de Nr5aZ2 est diminuée de 70% chez les contréles, comparativement a
DO0. Cette diminution atteint 90% chez les mutants. Quel que soit le marqueur
acinaire considéré, les pancréas mutants sont plus affectés que les pancréas
contréles. Ce résultat indique que la perte de HDAC3 potentialise l'effet pro-

inflammatoire de la céruléine (Figure 3).

Sept jours aprés traitement a la céruléine (D7), les pancréas contrdles sont
régénérés et la plupart des marqueurs acinaires retrouvent un niveau d’expression
similaire a celui d’avant traitement. Il est alors intéressant de noter que I'expression
des enzymes acinaires Amylase et CPA est plus lente a se rétablir que I'expression
des facteurs de transcription Ptf1a, Mist1, Nrba2 et Hnfla (~50% contre ~100%
d’expression retrouvée a D7 respectivement). A l'inverse, dans le cas des pancréas
inactivés pour HDACS3, les marqueurs acinaires ont un niveau d’expression similaire
a celui observé a D2. Ainsi, a D7, I'expression des marqueurs acinaires mesuree
chez les mutants est sigificativement inférieure a celle des controles, quel que soit le
marqueur considéreé (-80% en moyenne). Ce résultat démontre que HDAC3 participe
a la régénération du compartiment acinaire (Figure 3).
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Fig.3. L’inactivation de HDAC3 amplifie la réponse inflammatoire et entrave la régénération
acinaire. RT-qPCR des principaux marqueurs acinaires a D0, D2 et D7 chez les souris Ptf1a-
Cre®:HDAC3" (n=5) et leurs contrbles (n25).

D. Discussion

Nous nous sommes interrogés sur le réle potentiel des HDAC de classe |, et plus
particulierement de HDAC3, dans la régénération des cellules acinaires. Nous avons
inactivé HDACS3 in vivo spécifiquement dans les cellules acinaires matures avant
induction d’'une pancréatite aigie. Cette étude a démontré que dans un contexte
déficient en HDACS, le tissu acinaire présente non seulement une sensibilité accrue

a l'inflammation mais également une capacité de régénération diminuée.

Ces résultats se correlent avec les analyses de J.F. Eissed et al. qui ont montré que
le VPA, inhibiteur des HDAC de classe 1, perturbe la régénération acinaire (Eisses et
al., 2015). Dans une démarche similaire a la nétre, ils ont administré du VPA a des
souris préalablement traitées a la céruléine. Trois jours aprés traitement, ils ont
observé un nombre accru de structures métaplasiques chez les souris ayant regu

I'inhibiteur, suggérant que la perte des HDAC de classe | potentialise les effets de la
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céruléine. Sept jours apres traitement, ils ont constaté une persistance des structures
meétaplasiques chez les souris soumises au VPA, contrairement aux contrdles alors
largement régénérés. Cette étude souffre néanmoins d’'une contrainte expérimentale
majeure liée a l'utilisation du VPA qui ne cible pas seulement les cellules acinaires, ni
méme uniquement les cellules pancréatiques, mais I'organisme dans son ensemble.
En outre, plusieurs effets délétéres des HDACI ont été recensés sur le métabolisme
du foie et des reins (Subramanian et al., 2010), effets qui pourraient contribuer de
facon indirecte a la perturbation de la régénération du pancréas.

Les HDAC ont un large spectre d’action qui les implique dans la régulation de génes
pro- et anti-inflammatoires (Das Gupta et al., 2016). Parmi les HDAC aux rdles anti-
inflammatoires, les HDAC de classe | sont les plus documentés. Par exemple,
HDAC1 est un régulateur négatif de la voie des Toll-like receptors (Shakespear et al.,
2011), HDAC2 participe a la répression de l'interleukine-6 (Zhang et al., 2015) et
HDAC3 contribue a [linhibition de la réponse inflammatoire NF-kB-dépendante
(Sadler et al., 2015). Dans notre étude, la perte de HDAC3 pourrait donc contribuer a
I'activation et au maintien de voies pro-inflammatoires, perturbant la régénération

acinaire.

En conclusion, HDAC3 apparait essentiel non seulement au développement du
pancréas mais également a sa régénération. Cette étude met en évidence
I'implication des HDAC dans la réponse aux lésions inflammatoires du pancréas et
ouvre ainsi des perspectives thérapeutiques basées sur la modulation des marques

épigénétiques.
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DISCUSSION GENERALE
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Le développement du pancréas aboutit a la mise en place de populations cellulaires
aux fonctions variées, allant de la sécrétion d’enzymes digestives a la production
d’hormones régulatrices de la glycémie. Cette hétérogénéité fonctionnelle s’amorce
au cours de la différenciation des progéniteurs pancréatiques multipotents, lors de
laquelle plusieurs facteurs transcriptionnels et épigénétiques assurent une régulation
coordonnée des programmes de différenciation. A maturité, chaque type cellulaire
est caractérisé par un profil d’expression distinct, essentiel a ses fonctions et au
maintien de son identité. La compréhension des mécanismes qui préservent l'identité
des cellules est cruciale sur les plans fondamental et clinique. In vivo, la perte
d’identité cellulaire peut constituer une étape préliminaire au développement tumoral
(Roy and Hebrok, 2015). In vitro, ces mémes signaux pourraient étre controlés a des
fins de reprogrammation cellulaire, ouvrant le champ de la médecine régénérative
(Cherry and Daley, 2012).

Mes travaux de these portent principalement sur I'étude de Hnf1b, gene dont le role
au cours du développement du pancréas a récemment été démontré par notre
équipe. Aprés la naissance, les fonctions pancréatiques de Hnf1b n’étant pas
documentées, nous avons examiné son implication dans I'homéostasie des cellules
exocrines. Sur le plan endocrine, des mutations humaines de HNF1B sont associées
a un diabéte d’apparition précoce, le MODYS5. Pour faciliter son étude, le premier
modéle murin de cette pathologie a été généré au laboratoire. La seconde partie de
la thése porte sur la caractérisation du phénotype pancréatique de ce modéle.
Plusieurs mécanismes épigénétiques tiennent un réle majeur dans le développement
du pancréas. Notre équipe a précédemment démontré in vivo la contribution
essentielle des HDAC de classe | au développement des cellules endocrines et
exocrines du pancréas. Le développement et la régénération du pancréas faisant
intervenir des voies de signalisation communes, nous avons examiné le rble de

HDACS3 dans la régénération du pancréas.
Les résultats issus de l'ensemble de mes travaux de thése contribueront a

I'identification et a la caractérisation de signaux qui régulent 'homéostasie et la
fonction des cellules du pancréas.
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Hnf1b, facteur clé de I’organogenése du pancréas

La létalité précoce des embryons déficients pour Hnf1b démontre le réle majeur de
ce facteur de transcription dans I'embryogenése (Barbacci et al., 1999; Coffinier et
al., 1999b). Son profil d’expression, essentiellement épithélial, I'implique dans le
développement précoce de nombreux organes tubulaires tels que le pancréas, le

foie, les poumons et les reins.

Lors de I'embryogenése, et suite a la délimitation de son territoire présomptif, le
pancréas émerge de l'intestin primitif sous la forme d’un bourgeon épithélial. Hnf1b
est exprimé dans I'ensemble de ce bourgeon qui est alors constitué de progéniteurs
multipotents (MPC). La taille finale du pancréas est conditionnée par la taille du pool
de MPC (Stanger et al., 2007). Lorsqu’ils sont inactivés pour Hnf1b, les MPC perdent
leurs capacités de prolifération et entrent en apoptose, causant une hypoplasie
pancréatique sévére a la naissance (De Vas et al., 2015). Cette étude a démontré un
réle essentiel de Hnf1b dans le contrdle de la balance prolifération/apoptose des
MPC.

Apreés prolifération, les MPC entament leur différenciation, ceux du tronc continueront
a exprimer Hnflb et formeront les progéniteurs bipotents tandis que ceux de
'extrémité perdront I'expression de Hnf1b et formeront les progéniteurs acinaires.
Ces progéniteurs acinaires, et les cellules acinaires matures qui en dérivent,

n’exprimeront pas Hnf1b.

Les progéniteurs bipotents se scinderont en deux populations, 'une formera les
progéniteurs endocrines, l'autre sera a l'origine des cellules canalaires. A cette
étape, I'expression de Hnf1b est cruciale puisqu’elle induit directement Ngng3, facteur
clé de la spécification endocrine. Inactivé pour Hnf1b, le pancréas en formation ne
génére aucune cellule endocrine (De Vas et al., 2015). Les cellules Ngn3" perdent
ensuite I'expression de Hnf1b qui ne sera détectée dans aucune cellule endocrine

mature.
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Les progéniteurs bipotents qui ont échappé a linduction de Ngn3 conservent
I'expression de Hnf1b et formeront le réseau canalaire définitif. Aprés la naissance,
seules les cellules canalaires expriment Hnf1b.

Les cellules canalaires Hnflb® participent a I’homéostasie des cellules

acinaires

La premiére partie de mes travaux de thése porte sur I'étude du réle pancréatique de
Hnf1b aprés la naissance. L’inactivation néonatale de Hnf1b induit des défauts
canalaires précoces qui regroupent perte de cils primaires, dilatation canalaire et
altération de polarité. Pkhd1 et Cys1, cibles directes de Hnflb, codent pour des
protéines structurales du cil primaire. Leur expression étant diminuée chez les
mutants, nous suggeérons qu’elles contribuent au défaut ciliaire. L’inactivation
embryonnaire de Kif3a, protéine du cil primaire, est d’ailleurs a l'origine de défauts
exocrines similaires a ceux des mutants Hnf1b (Cano et al., 2006). Hnf1b est donc

essentiel au maintien du cil primaire et de l'intégrité canalaire.

La voie Hippo-YAP, régulée en partie par le cil primaire, est précocément dérégulée
chez nos mutants Hnf1b. De facon surprenante, alors que les cellules acinaires sont
dépourvues de cils et n’expriment pas Hnf1b, nous avons observé une activation
ectopique de YAP dans les cellules acinaires mutantes. Plusieurs études indiquent
que la voie Hippo-Yap est capable d’interagir avec son environnement par contact
cellulaire direct ou sécrétion de facteurs extracellulaires, propageant ainsi I'activation
de YAP aux cellules avoisinantes (Gumbiner and Kim, 2014). Géne cible de YAP,
Ctgf est précocément augmentée chez les mutants Hnf1b. Ctgf étant une protéine
sécrétée, nous suggerons qu’elle est a l'origine de 'activation paracrine de YAP dans

les cellules acinaires.

Trois semaines aprés l'inactivation néonatale de Hnf1b, le compartiment acinaire
montre des signes de métaplasie, de fibrose et d’'inflammation qui s’apparentent a
une pancréatite. Au méme stade, les acteurs de la voie Notch sont surexprimés chez
les mutants. De récentes études ont révélé des liens étroits entre les voies Notch et
Hippo. Par exemple, dans les cellules de la créte neurale, I'activation de voie Notch
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est dirigée par YAP qui interagit directement avec le Notch intracellular domain
(NICD) (Manderfield et al., 2015). Dans les cellules hépatiques, YAP régule
également la voie Notch en contrélant directement I'expression de Notch2 (Yimlamai
et al., 2014). Ces données indiquent que la voie Hippo est un modulateur de la voie
Notch, suggérant que la suractivation précoce de YAP observée chez les mutants

Hnf1b participe a la dérégulation des acteurs de la voie Notch constatée par la suite.

Les voies Hippo et Notch sont largement décrites pour leur implication dans les
fibrogenéses hépatique et rénale (Bansal et al., 2015; Chen et al., 2009; Edeling et
al., 2016; Mannaerts et al., 2015). Ces deux voies pourraient donc contribuer a la
mise en place de la fibrose pancréatique observée chez nos mutants. Hippo et Notch
sont également impliquées dans la survenue de métaplasies acino-canalaires.
L’expression constitutive de Notch2 dans le pancréas de souris adultes cause une
ADM (Brodylo et al., 2011). Des métaplasies acino-canalaires sont également
constatées suite a I'activation ectopique de Notch dans des explants pancréatiques
(Miyamoto et al., 2003; Sawey et al., 2007). Evoquée en introduction, la suractivation
de la voie Hippo au début du développement du pancréas induit une ADM (Gao et
al., 2013; George et al., 2012). Enfin, plusieurs études ont démontré I'implication de
la voie Notch dans la régulation de l'inflammation tissulaire (Fung et al., 2007; Wei et
al., 2011, 2016). Ainsi, nous suggérons que les dérégulations des voies Hippo et
Notch contribuent a la mise en place d’'une pancréatite chez les mutants Hnf1b.

Ces résultats démontrent que I'expression de Hnf1b, dont dépend la bonne intégrité

des canaux, est essentielle au maintien de I'identité acinaire.

L’inactivation de Hnf1b améliore la tolérance au glucose

A deux mois, le compartiment exocrine des mutants Hnf1b est largement affecté. La
majeure partie du pancréas est envahie par des adipocytes entre lesquels des
marcophages s’accumulent, et seuls quelques acini persistent. De fagon
surprenante, le compartiment endocrine ne semble pas affecté par cet
environnement inflammatoire, les ilots mutants paraissant normaux. En outre, les

IPGTT menées sur les mutants révelent une tolérance au glucose améliorée en
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comparaison des contrbles (résultats non montrés). Hnf1b et Sox9 sont exprimés
dans les canaux biliaires intrahépatiques (Coffinier et al., 1999b; Delous et al., 2012).
Le foie des souris Sox9-Cre=R;Hnf1b" est probablement affecté par l'inactivation de
Hnf1b. L'inactivation hépato-biliaire de Hnf1b pourrait donc avoir un effet bénéfique
sur le controle de la glycémie. Nous pourrions également envisager que, défaits de
leur environnement acinaire, les ilots ont une accessibilité améliorée a 'oxygéne et
aux nutriments qui leur parviennent, stimulant leur métabolisme et leur activité

cellulaires.

Hnf1b, géne de suppresseur de tumeur

La pancréatite chronique est un facteur qui favorise l'initiation des PanINs, lésions
pré-cancéreuses du pancréas. L'analyse histologique des pancréas mutants a révélé
la présence des structures épithéliales anormales (pluristratification, allongement
cellulaire) indicatrices de PanINs. Par coloration au bleu alcian, nous avons mis en
évidence la sécrétion de mucus par certaines de ces structures, démontrant une
néoplasie. Par RT-gPCR, nous avons constaté chez les mutants Hnf1b une induction
de N-Cadhérine et une perte de E-Cadhérine. Cette conversion est associée aux
premiers stades d’'une invasion tumorale. L’inactivation post-natale de Hnf1b est

donc suffisante a l'induction de lésions pré-cancéreuses du pancréas.

Nous pensons que cette inactivation pourrait participer a I'émergence d’'un PDAC
ainsi qu’a son aggravation. Plus de 90% des patients atteints de PDAC présentent
une mutation activatrice de 'oncogene KRAS (Eser et al., 2014). Néanmoins, cette
mutation n’est pas suffisante pour initier une tumeur. En effet, dans une population
pancréatique ou toutes les cellules expriment I'oncogéne Kras active, les Iésions
n‘apparaissent que dans des régions isolées au milieu d'un tissu apparemment
normal. Cela suggére que d’autres acteurs interviennent et sont requis pour
permettre a Kras d’induire son effet. Hnf1b a déja été identifié€ comme un marqueur
pronostique du cancer ovarien (Shen et al., 2013), du cancer de la prostate
(Grisanzio et al., 2012) et du cancer hepatocellulaire (Shim et al., 2013). De plus,
'analyse du profil d’expression génique de nombreuses tumeurs pancréatiques

humaines révéle dans la grande majorité des cas une diminution de I'expression de
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HNF1B (Hoskins et al., 2014; Janky et al., 2016). Pour tester le rbéle anti-tumoral de
HNF1B, nous pourrions inactiver Hnf1b dans un contexte ou I'oncogene Kras est
activé de maniére constitutive. Cette expérience pourrait étre réalisée avec la lignée
de souris « Ela-rtTA; TetO-Flp ; FRT-Stop-FRT-KrasG12V » abrégée « ElaKras »
présente au laboratoire (aquise en collaboration avec le Dr M. Barbacid, CNIO,
Madrid, Espagne). Chez cette lignée, 'activation acinaire de Kras est conditionnée
par le systeme inductible TET-OFF qui permet de cibler le stade de survenue de la
mutation. Les souris Sox9-Cre=X;Hnf1b™ (TM P1-P3) développent spontanément
des PanINs. Sans intervention, elles ne forment pas de PDAC. En cumulant
linactivation de Hnf1b et l'activation de Kras, nous pensons que les souris
ElaKras;Sox9-Cre®R;Hnf1b™ développeront un PDAC, ce qui démontrerait que
Hnf1b joue un réle de suppresseur de tumeur dans le pancréas. Ce projet est en

cours de réalisation.

L’inactivation de Hnf1b a également été entreprise chez la souris adulte. Les souris
Sox9-Cre™:Hnf1b"" ont été injectées au tamoxiféne a I'age de six semaines et leur
pancréas analysé a neuf semaines et cinq mois. Nos observations histologiques et
moléculaires n’ont révélé aucune différence entre pancréas contréles et mutants. Ce
résultat indique que la potentialité des canaux a réguler ’'homéostasie acinaire n’est
maintenue que dans une période post-natale réduite. En réponse aux Iésions
tissulaires, les cellules exocrines recourent a des voies du développement pour
régenérer. L’inactivation de Hnf1b perturbe la régénération acinaire, entravant la
résorption des structures métaplasiques. La persistence de I'état inflammatoire liée a
la perte de Hnf1b mene a I'émergence rapide de PanINs. Ces résultats démontrent
que Hnf1b est essentiel a 'lhoméostasie acinaire, y compris chez I'adulte, et que son
absence favorise I'émergence de structures néoplasiques dans un contexte

inflammatoire.
Ces données démontrent un role inédit de Hnflb dans la survenue de lésions

pré-cancéreuses du pancréas, et ouvrent ainsi des perspectives nouvelles dans la

prévention et le traitement des tumeurs pancréatiques.
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La lignée PMHNf1b, premier modéle murin de MODY5

fl/fl

. ’ ER . . s . P .
La lignée Sox9-Cre~ ";Hnf1b"" est un outil efficace a I'avancée de la compréhension

du réle de Hnf1b dans le pancréas. Néanmoins, les souris Hnf1b™" ne présentent
aucun défaut pancréatique. La pathologie humaine MODY5 est pourtant induite par
des mutations hétérozygotes de HNF1B. Les anomalies cliniques observées chez les
patients MODY5 refletent en partie les rbles joués par HNF1B dans les phases
d’organogenése précoce du tractus génital, des reins, des canaux biliaires et du
pancréas. L’atteinte pancréatique est caractérisée par un diabéte de survenue
précoce, une hypoplasie du pancréas et des fonctions exocrines altérées. La faible
prévalence du MODYS est limitante a I'étude de cette pathologie qui est aujourd’hui
essentiellement décrite par le biais de rapports de cas isolés. Le premier modéle
murin de diabéte MODY5 a été créé au laboratoire en insérant chez la souris une
mutation identifiee chez plusieurs patients MODY5. Les souris PMHNnf1b sont
intolérantes au glucose et ont un contenu pancréatique en insuline fortement
diminué. Leur pancréas est appauvri en gros ilots et en cellules . La relation entre
taille et fonction des ilots est un sujet débattu. Bien que les patients diabétiques de
type 2 présentent une diminution du nombre de gros ilots (Jo et al., 2012; Kilimnik et
al., 2011), quelques études ex vivo indiquent que les petits ilots sont ceux qui
répondent le mieux a la stimulation du glucose (Huang et al., 2011; Huang and
Stehno-Bittel, 2015). Néanmoins, les protocoles d’isolation et de culture des filots
sont déterminants dans la viabilité insulaire, et les auteurs de ces études suggerent
qu'une meilleure tolérance des petits vs des gros ilots a ces procédures pourrait

constituer un biais expérimental.

Des approches de mutagenése aléatoire ont permis d’identifier chez le poisson zébre
trois mutations de Hnf1b donnant lieu a des défauts rénaux et pancréatiques. Ces
défauts apparaissent dans les étape précoces d’organogenése, suggérant que le
MODY5 est liece a des anomalies du développement (Sun and Hopkins, 2001). Le
poisson zébre est toutefois peu adapté aux études métaboliques, limitant I'étude de
cette pathologie chez ce modele. Chez 'homme, I'analyse d’embryons porteurs de
mutations de HNF1B a également révélé des défaut précoces dans la mise en place
du compartiment endocrine (Haumaitre et al., 2006). Enfin, les souris PMHnf1b
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présentent une expression diminuée des principaux marqueurs endocrines deés

E15.5, confirmant I'étiologie embryonnaire du MODYS.

Outre la spécification et la différenciation des sous-types endocrines, la migration
des progéniteurs endocrines hors de I'épithélium pancréatique en développement est
cruciale au développement des ilots. L’inactivation pancréatique de Hnf1b a E14.5
induit un défaut de migration des ilots ainsi que des anomalies dans la répartition des
différents sous-types endocrines, les cellules o se trouvant non plus en périphérie
mais au centre des filots (De Vas, résulat non publié). Sur la base de ces
observations, et compte tenu du profil d’expression épithélial de Hnf1b, nous
suggerons que Hnf1b est impliqué dans la transition epithélium-mésenchyme (EMT)
des ilots. L'EMT entretient d’ailleurs des liens étroits avec la voie Hippo (Dai et al.,
2016; Ltd, 2014; Wang et al., 2015), trouvée dérégulée suite a linactivation
néonatale de Hnf1b. En outre, Cigf, géne cible de Yap, participe a la régulation de
'adhesion/migration cellulaire et a la production/dégradation de la matrice
extracellulaire dans différents systéemes (Babic et al., 1999; Chen et al., 2001; Fan
and Karnovsky, 2002). Aussi, l'inactivation de Citgf chez la souris perturbe la
formation des ilots (Crawford et al., 2009). La diminution du volume et du nombre
des gros ilots pourrait donc s’expliquer par des défauts d’EMT chez les souris
PMHnNf1b.

La lignée PMHnNnf1b souffre également de défauts exocrines majeurs, bien que
d’apparition plus tardive que les anomalies endocrines. Ce résultat est en accord
avec les observations d’hypoplasie pancréatique et de dysfonctions exocrines faites
chez les patients MODYS (Tjora et al., 2013). Vers douze mois, le pancréas exocrine
des souris PMHNf1b présente les principales caractéristiques d’'une pancréatite et
cumule fibrose, infiltration de macrophages, lipomatose et ADM. Bien qu’une atteinte
ciliaire ait également été constatée, celle-ci semble bien plus modérée que chez les
souris inactivées pour Hnf1b. Aussi, 'absence de dilatation canalaire différencie les
deux phénotypes et permet d’exclure I'hnypothése d’une fuite du contenu canalaire a
I'origine de I'inflammation chez les souris Sox9-Cre™R:Hnf1b"".

En conclusion, la lignée PMHNf1b constitue un modeéle fiable d’étude de la maladie
humaine MODY5 et conduit a des avancées majeures dans la compréhension de
son étiologie et de sa physiopathologie.
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Rénégération du pancréas exocrine et HDAC3

La pancréatite est généralement liée a [l'activation inapropriée des enzymes
acinaires, induisant autodigestion, nécrose et inflammation du pancréas (Cosen-
Binker and Gaisano, 2007; Dixit et al., 2016). Chez la souris, l'inactivation de
trypsinogéne-7 diminue de moitié la nécrose acinaire qui intervient suite I'induction
d’'une pancréatite aigie (Dawra et al., 2011). Néanmoins, sur le plan clinique, les
inhibiteurs de protéases acinaires se révelent inefficaces dans le traitement de cette
pathologie (Singh and Chari, 2005). La médecine régénérative constitue une autre
approche thérapeutique. Elle se base sur la génération in vitro de nouvelles
population cellulaires destinées a la transplantation ou sur la stimulation des

mécanismes endogenes de régénération (Mao and Mooney, 2015).

Plusieurs espéces animales présentent d’impressionnantes aptitudes a la
régénération cellulaire. Par exemple, les hydres, appartenant a 'embranchement des
cnidaires, sont capables de reconstituer un individu complet a partir de simples
fragments tissulaires. L’axolotl peut quant a lui aisément reformer des membres ou
organes amputés (Tanaka and Reddien, 2011). Chez les mammiféres, les capacités
régénératives sont nettement plus restreintes puisqu’elle ne se limitent qu’a quelques

organes et déclinent rapidement aprés la naissance (Forbes and Rosenthal, 2014).

Chez le rongeur, le foie régénére sept a dix jours apres ablation partielle de 70%
(Forbes and Rosenthal, 2014). La régénération hépatique survient également chez
'Homme, et s’étend généralement sur une période de six a huit semaines selon
'étendue des lésions (Yamanaka et al., 1993). Le coceur présente aussi des
propriétés régénératrices, bien qu’essentiellement limitées au stade néonatal
(Porrello et al.,, 2011; Haubner et al.,, 2016). Chez la souris, la ligation artérielle
constitue un modéle de lésion cardiaque expérimentale. Privés d’oxygene, une
grande partie des hépatocytes meurt d’ischémie quatre jours aprés ligation. Les
jeunes souris recouvrent la totalité de leur tissu cardiaque sept jours apres ligation
artérielle (Haubner et al., 2012). Au niveau pancréatique, la destruction partielle des
cellules B est également suivie d’une régénération, qui s’opére essentiellement par
prolifération des cellules  subsistantes. Bien qu’'une néogenese B-cellulaire semble

contribuer a ce processus, son occurrence chez la souris adulte est débattue
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(Migliorini et al., 2014; Xiao et al., 2013; Yu et al., 2016). Enfin, comme discuté
précédemment, le pancréas exocrine murin présente de vastes capacités
régénératives. La régénération du pancréas exocrine fait notamment intervenir les
voies Notch, Wnt/B-caténine et Hedgehog, toutes essentielles au développement du
pancréas (Murtaugh and Keefe, 2015). Des mécanismes épigénétiques tiennent
aussi un rble important dans la régénération exocrine. Par exemple, l'inactivation
pancréatique de I'histone méthyltransférase EZHZ2 perturbe la régénération acinaire
aprés induction d’une pancréatite (Mallen-St Clair et al., 2012).

Plusieurs études ex vivo et in vivo ont démontré que les histone désacétylases de
classe | ont un réle majeur dans la prolifération, la spécification et la différenciation
des progéniteurs pancréatiques (Haumaitre et al., 2008, 2009; Lenoir et al., 2011).
Nous avons examiné le réle d'une HDAC de classe |, HDACS3, dans la régénération
acinaire. L’inactivation pancréatique de HDAC3 potentialise les effets inflammatoires
de la céruléine et entrave la régénération acinaire. Nous pensons que la perte de
HDAC3 est associée a la persistance de structures métaplasiques aprés
inflammation. Nous prévoyons de tester cette hypothése par des analyses
histologiques et immunohistochimiques. La modulation des marques épigénétiques
constitue donc une perspective thérapeutique prometteuse dans le traitement des

Iésions inflammatoires du pancréas.

Conclusion générale

Mon travail de thése, grace a des approches fonctionnelles basées sur différents
modéles murins, apporte des informations importantes sur les mécanismes
transcriptionnels et épigénétiques qui régulent l'identité et la fonction des cellules du
pancréas. Sur le plan clinique, nous anticipons que la perte d’expression de Hnf1b
pourrait étre utilisée comme biomarqueur de gradation du PDAC nécessaire au
diagnostique précoce de la maladie. La restauration de I'expression de HNF1B
pourrait constituer une nouvelle stratégie d’inhibition de la croissance tumorale.
Enfin, 'ensemble de ces données pourrait contribuer a l'identification de nouvelles
cibles thérapeutiques pour le traitement ou la prévention du diabéte, de la

pancréatite et du cancer du pancréas.
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