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I. Le pancréas

. Anatomie et histologie du pancréas

Le pancréas est un organe clé impliqué dans le maintien de I'homéostasie
métabolique. Il est situé dans la cavité abdominale et mesure environ 15 cm de long
pour 4 cm de large.

D’un point de vue anatomique, la téte du pancréas, située sous le foie, est bordée
par le duodénum auquel elle adhére intimement. Elle est traversée par la voie biliaire
principale ou canal cholédoque, dont la fonction est d'amener la bile nécessaire a la
digestion des graisses. L'itsthme, reliant la téte et le corps du pancréas, est la partie
médiane du pancréas, la plus étroite, située juste en avant des vaisseaux de l'intestin
(artere et veine mésentérique supérieure s’unissant a la veine splénique pour former
la veine porte). Le corps du pancréas s’étend obliquement vers la gauche et le haut
de l'abdomen en avant du rein gauche et de la glande surrénale. La queue du
pancréas constitue I'extrémité gauche du pancréas. Elle est située a proximité
immédiate de la rate et de ses vaisseaux. Le canal pancréatique principal, appelé
canal de Wirsung, traverse le pancréas et collecte les sucs digestifs fabriqués par le

pancréas exocrine pour les déverser dans le duodénum (Figure 1).

D'un point de vue histologique, le pancréas est constitué de plusieurs types
cellulaires, les cellules exocrines et les cellules endocrines, fonctionnellement et
morphologiquement tres différentes. Les cellules exocrines et endocrines

représentent, respectivement, 98% et 2% de la masse totale pancréatique (Figure 1).
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Figure 1: Anatomie et histologie du pancréas humain (adaptée de
I’encyclopédie Britannica).

II. Développement du pancréas

Le pancréas dorsal provient de la ligne médiane de I'endoderme située entre la
troisieme et la neuvieme paire de somite (les somites, d’origine mésodermique, sont
situés de part et d'autre du tube neural et de la chorde). Le pancréas ventral se
développe a partir des deux zones latérales de I'endoderme au méme niveau (Kumar
M, et al, 2003). La zone médiane et les zones latérales de I'endoderme expriment les
facteurs de transcription pancréatiques Pdx1, Nkx6-1, Nkx6-2 et Nkx2-2. Cette étape
précéde la fermeture du tube intestinal et intervient ainsi avant que les
caractéristiqgues anatomiques du tissu pancréatique ne soient visibles (Pedersen JK,
et al, 2005).

Le modelage du tube intestinal dépend de signaux provenant du mésoderme de la
plague latérale adjacente, qui sécrete des facteurs solubles comme les facteurs de

croissance des fibroblastes (FGF), les BMPs (Bone morphogenic proteins), l'activine



et l'acide rétinoiqgue (RA) (Dessimoz J, et al, 2006) (Kumar M, et al, 2003). La
signalisation par le RA est nécessaire pour la spécification du pancréas dorsal
(Stafford D, et al, 2004). De plus, le RA du mésoderme signale directement a
I'épithélium permettant ainsi une régionalisation de I'endoderme pancréatique (Martin
M, et al, 2005).

De nombreuses protéines régulent spécifiguement certains stades du
développement pancréatiques. Pdx1l est un facteur primordial impliqué dans la
spécification du pancréas (Ahlgren U, et al, 1996). Bien que Pdx1l soit reconnu
comme le géne le plus précoce et le plus spécifique exprimé dans I'ébauche
pancréatique (Ohlsson H, et al, 1993), d'autres facteurs tels que HIxb9 (Hb9), Hhex
(Hex), Onecutl (HNF6), Tcf2 (vHNF1, HNF1 3) et Foxa2 (HNF3) sont connus pour
précéder l'expression Pdx1 chez la souris (Harrisson KA, et al, 1999) (Poll AV, et al,
2006). Cependant, ces genes ont un spectre d’expression large et ne peuvent donc
pas étre utilisés comme marqueurs spécifiques du pancréas. Au jour embryonnaire
8.5 de la souris (8,5, stade 8-10 somites), Pdx1l est exprimé au niveau ventral,
précédent ainsi la fermeture de I'endoderme, illustrant que I'expression de Pdx1 dans
le partie ventrale du pancréas en formation précéde celle du domaine dorsal (Li H, et
al, 1999). La premiere expression dorsale de Pdx1 apparait entre €8.5 et €8.75 lors
de la rotation de I'embryon, I'endoderme est alors encore étroitement associé a la
notochorde (structure embryonnaire qui donnera naissance a la colonne vertébrale).
La notochorde va alors fournir un signal, médié par I'activine, permettant la formation
du pancréas dorsal. A e€8.75-€9.0, I'expression de Pdxl au niveau du pancréas
dorsal entrainera la séparation de la notochorde et de I'endoderme. Ensuite,
I'nypervascularisation va permettre la surexpression du facteur de croissance
endothélial vasculaire, conduisant alors a une hyperplasie des ilots et a une induction
ectopique de cellules exprimant l'insuline dans I'estomac postérieur (Ahlgren U, et al,
1996).

Cependant, l'initiation et les premiéres phases du développement du pancréas dorsal
et ventral se produisent via différents mécanismes en raison des différents contextes

tissulaires de ces derniers. Le pancréas ventral se développe en étroite association



avec l'endoderme hépatique et biliaire adjacent. Le développement des dérivés
ventraux persistants de l'intestin, y compris le foie et le pancréas ventral, dépendent
de l'expression endodermale du géne Homeobox, Hhex, qui va permettre de
maintenir la prolifération de I'endoderme ventral définitif et contrbler la transition

morphogénétique des cellules épithéliales endodermiques (Bort R, et al, 2006).

Au stade €9.5, & son tour, l'aorte dorsale se sépare de I'épithélium pancréatique suite
a I'accumulation du mésoderme autour du bourgeon du pancréas dorsal (Slack IMW,
1995). Ce processus est essentiel pour la croissance continue du pancréas dorsal.
De plus, I'expression au niveau des cellules progénitrices pancréatiques a €10.5 de
plusieurs facteurs tels que Pdx1l, Ptfla, Nkx6-1, Nkx2-2, HIxb9 et Sox9 est
essentielle pour la croissance pancréatique ainsi que pour la différenciation des
cellules endocrines (Seymour PA, et al, 2007), étape qui permettra de définir
définitivement la pancréas comme un organe. Des travaux suggérent que la taille
finale du pancréas est déterminée par le nombre initial de cellules progénitrices déja

présentes a ce stade précoce (Stanger BZ, et al, 2007).

Aprés €10.5, le tissu pancréatique se développe rapidement, formant ainsi une
structure ramifiée en quelques jours. Simultanément, I'expression épithéliale de Ptfla
et Nkx6-1 varie, avec des cellules en périphérie exprimant Ptfla mais pas Nkx6-1.
Cette expression différentielle devient plus marquée a e13.5 et e14.5, ou I'expression
de Ptfla marque la formation d’acini, alors que Nkx6-1 se limite & la partie centrale
de l'épithélium. A el2.5, suite & la rotation de lintestin, les deux rudiments
pancréatiques vont fusionner et devenir un organe interconnecté (Figure 2)

(Jorgensen MC, et al, 2007).

La différenciation terminale de [|’endoderme pancréatique en pancréas est
dépendant de I'expression de différents facteurs de transcription ainsi qu'a la
temporalité de celle-ci. Le pancréas évoluera alors en 2 types cellulaires distincts, le
pancréas exocrine et le pancréas endocrine.

Il est important de noter que I'engagement des cellules dans une lignée particuliére

est contrélé par une balance entre prolifération et différenciation. La signalisation du



récepteur Notch dans I'épithélium pancréatique inhibe en effet la différenciation
exocrine et endocrinienne, tandis que l'inhibition de la signalisation de Notch entraine
une différenciation accélérée au détriment de la croissance des organes (Apelgvist A,
et al, 1999) (Greenwood AL, et al, 2007).

Le changement cellulaire vers un programme endocrinien est induit par I'expression
de la Neurogenine 3 (Ngn3) (Gradwohl G, et al, 2000). Ainsi, I'expression ectopique
de Ngn3 contrélée par le promoteur Pdx1 dans les cellules progénitrices antérieures
du pancréas de souris entraine une induction de la différenciation endocrine mais

exclusivement vers les cellules a (Schwitzgebel VM, et al, 2000).

Ces résultats suggerent que les cellules progénitrices, au stade précoce, ont une
compétence limitée pour la différenciation endocrinienne. Cependant, des données
démontrent que cette capacité des cellules progénitrices change avec le temps
(Johansson KA, et al, 2007). L'activation conditionnelle de I'expression de Ngn3 via
le promoteur Pdx1 dans un fond déficient pour la Ngn3 montre que l'activation de
Ngn3 & e8.75 (début de I'expression de Pdx1) entraine la formation exclusive des
cellules a.

La capacité a former des cellules B et des cellules PP est acquise aprés €10.5,
tandis que les cellules d apparaissent seulement lorsque l'activité Ngn3 est induite au
stade el14.5.

Comme la Ngn3 est capable d'induire tous les sous-types endocriniens, des facteurs
supplémentaires doivent étre impliqués dans I'affectation spécifique du type
cellulaire. Ainsi, Pax4 et Arx sont deux facteurs cruciaux identifiés comme
intervenant dans ce processus.

La perte de I'un de ces génes ou la perte simultanée de ces deux genes chez la
souris n'affecte pas le nombre total de cellules endocrines mais modifie la répartition
relative des sous-types endocriniens (Collombat P, et al, 2003) (Collombat P, et al,
2005).

Les transcrits Pax4 peuvent étre détectés dans le pancréas de souris par des

techniques d’hybridation in situ a €9.5 (Sosa-Pineda B, et al, 1997). Au cours de



I'embryogenése, les souris déficientes en Pax4 présentent une perte sélective des
cellules 3 et des cellules 9 avec une augmentation proportionnelle concomitante du
nombre de cellules a, ce qui suggere que les cellules qui générent habituellement un
devenir de type 3 ou d adoptent une identité a en l'absence de Pax4 (Sosa-Pineda B,
et al, 1997).

La perte de Pax4 semble bloquer la différenciation de la cellule 3 a un stade précoce,
comme l'indique I'absence d’expression de Pdx1, HIxb9 et I'expression d'insuline a
partir de précurseurs endocriniens (Wang J, et al, 2004). En revanche, Nkx2.2 n'est
pas affecté chez les souris déficientes en Pax4. De plus, la déficience en Nkx2.2
entraine une perte similaire de I'expression de Pdx1 et HIxb9 a partir des précurseurs
endocriniens sans affecter I'expression de Pax4. Il a ainsi été suggéré que Pax4 et
Nkx2.2 régulaient des voies paralleles lors de linitiation du programme de
différenciation des cellules 3 (Wang J, et al, 2004).

Récemment Pax4 a été montré comme étant exprimé dans les progéniteurs de tous
les types endocriniens, ce qui suggere gue l'expression de Pax4 est activée au début
de la cascade de différenciation et que Pax4 ne serait pas responsable de la
détermination des types cellulaires endocriniens (Greenwood AL, et al, 2007).

Enfin, il a été démontré in vitro que Ngn3 est capable d'activer le promoteur de Pax4
(Smith SB, et al, 2003).

Comme Pax4, les transcripts d'Arx peuvent étre détectés a €9.5 dans le pancréas de
souris par hybridation in situ. Cependant, I'expression d’Arx au sein des souris
déficientes en Ngn3 va étre totalement perdue (Collombat P, et al, 2003).

La perte d’expression d’Arx entraine une absence totale de cellules a a el5.5,
conduisant a la mort des nouveau-nés 2 jours aprés leur naissance, suite a une
hypoglycémie.

Cependant, les premiéres cellules exprimant le glucagon se forment aux stades
embryonnaires précédant €15.5 (Collombat P, et al, 2003), ce qui suggére que les
cellules a nées avant e€15.5 disparaissent pendant le développement normal ou que
la fonction d’Arx est nécessaire pour la survie ou le maintien de lidentité de ces

cellules.



Les souris déficientes en Arx présentent une augmentation du nombre de cellules
productrices d'insuline a partir de el5.5 et, de méme, une augmentation des
nombres de cellules d a €18.5 (Collombat P, et al, 2003). Ce phénotype est donc
opposé aux souris déficientes en Pax4. En ce sens, il a été démontré in vitro que Arx
et Pax4 peuvent réprimer transversalement les promoteurs de chacun, suggérant un
mécanisme direct ou Arx et Pax4 sont en compétition au sein des précurseurs

endocriniens (Collombat P, et al, 2005).

L'analyse du pancréas endocrinien dans les souris déficientes pour Pax4/Arx montre
gue la perte simultanée des deux génes entraine une perte précoce des cellules a et
3 (Collombat P, et al, 2005). Les cellules a et 3 sont remplacées par des cellules 9,
ce qui suggere que Pax4 agit de fagon séquentielle afin de favoriser la formation d’'un
pool précurseur de cellules R/0 et, par la suite, spécifiquement pour le

développement des cellules 3 a partir de ces précurseurs.
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I1l. Physiologie du pancréas

1. Le pancréas exocrine

Le pancréas exocrine, qui représente 98% de la masse totale du pancréas, est
constitué de cellules acinaires, regroupées en acini, ainsi que de cellules ductales.
Les cellules acinaires sont responsables de la sécrétion des enzymes digestives tels
gue I’ « -amylase, la carboxypeptidase, les ribonucléases ou encore la lipase
(Rutter WJ, et al, 1968). Les cellules ductales vont principalement jouer un réle au
niveau de la sécrétion des enzymes digestives. Récemment des études ont
également montré que les cellules ductales peuvent également participer a la

néogenese de cellules B (Zare M, et al, 2016).

Concernant leur origine, des études de contréle transcriptionnel des genes
spécifigues du pancréas exocrine ont conduit a l'identification d'un complexe de
liaison spécifique a leur promoteur appelé PTF1-L (Petrucco S, et al, 1990) (Rose
SD, et al, 1994). Le gene Ptfla, appartenant a ce complexe, permet I'expression de
la composante spécifique du tissu (p48) de ce complexe et a d'abord été jugé
essentiel au développement du pancréas exocrine. En effet, les souris déficientes en
Ptfla n'ont pas la capacité de former un pancréas exocrine (Krapp A, et al, 1998).

Ptfla a également été montré comme étant exprimé en €9.5, plusieurs jours avant le
début du développement exocrine, suggérant ainsi un réle de Ptfla au-dela de la
spécification exocrine. Chez les souris Ptfla-cre hétérozygotes, celles-ci n’ont pas de
défaut de développement exocrine, la contribution des cellules exprimant Ptfla
s'étendant a la fois aux types de cellules canalaires et acinaires (Kawaguchi Y, et al,
2002). Ainsi, p48 joue un rble dans les précurseurs pancréatiques non engagés et ne
programme pas la destinée exocrine simplement par son expression. Dans ce
contexte, une hypothése serait que I'expression de Ptfla est finement régulée par
des signaux morphogénétiques (encore inconnus) dans le pancréas en
développement et que les cellules précurseurs pourraient étre guidées par un
équilibre dynamique d'expression entre un géne pro-exocrine (tel que Ptfla) et un

géene pro-endocrinien (tel que Ngn3).



De maniére intéressante, il a été montré que les cellules ductales primitives
apparaissent comme des cellules "par défaut" et peuvent adopter une identité de
cellules endocrines lors de l'activation d'un seul géne : Ngn3. Il est important de noter
que, pour controler les niveaux de Ngn3 et empécher son activation large, les
cellules ductales expriment des régulateurs négatifs et positifs de ce gene, en
maintenant cet équilibre ; en cas de déséquilibre, l'activation de Ngn3 conduira a la
différenciation endocrinienne (Apelqvist A, et al, 1999) (Greenwood AL, et al, 2007).
La voie de signalisation de Notch est de nouveau impliquée dans ce processus en
réactivant Hesl, un répresseur de l'expression de Ngn3, et opérant directement sur
le choix des lignées exocrine/endocrine (Jensen J, et al, 2000).

Cependant aprés el5.5, les cellules ductales semblent perdre la capacité de se
différencier en cellules endocrines (Kopp JL, et al, 2011) (Solar M, et al, 2009),
suggérant soit que cette bipotentialité est perdue lorsque les cellules ductales
deviennent matures ou que ces cellules restent «en pause» en |'absence de signaux
pro-endocriniens. Des travaux récents tendent a démontrer la derniére hypothése
(Jin L, etal, 2013).

Enfin, dans le pancréas, MIST1 est également confiné aux cellules exocrines et a
I'absence de cellules ductales (Yoshida S, et al, 2001). Mistl joue un role dans la
stabilisation du destin exocrine. Les souris Mistl-/- montrent une perte de
caractéristiques différenciées des cellules exocrines, conduisant a des Iésions
exocrines menant a ce qui pourrait étre considéré comme une forme de processus
régénératif (Pin CL, et al, 2001).

Les cellules de ces lésions co-expriment les génes des marqueurs ductaux et
exocrines, révélant que Mistl est nécessaire pour maintenir une identité cellulaire
exocrine stable (Pin Cl, et al, 2001). Une hypothése serait que les activités
redondantes entre Ptfla et Mistl assurent une activité continue des genes exocrines.
Parmi les genes connus pour jouer un rble dans le pancréas, Mistl est le seul
entierement restreint aux cellules exocrines, et ainsi l'autorégulation de Mistl pourrait

stabiliser I'état exocrine.
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2. Le pancréas endocrine

La partie endocrine représente uniquement 1 a 2% de la masse totale du pancréas.
Ce faible pourcentage est dispersé a lintérieur du pancréas en structure
fonctionnelle de 100 a 200 » m appelées ilots de Langerhans.

Au sein de chaque flot on retrouve 5 types cellulaires différents ayant chacun une
fonction sécrétrice spécifique d’'une hormone donnée.

Ces 5 types cellulaires, sont, par ordre croissant de représentation au sein de I'Mlot
pancréatique de souris ; les cellules PP, les cellules epsilones, les cellules delta, les
cellules a et enfin les cellules (3.

Les ilots de Langerhans vont étre traversés par des vaisseaux sanguins et des fibres
nerveuses, permettant la libération des différentes hormones afin d'assurer
’homéostasie glucidique (Adrian TE, et al, 1978), (Cao Z and Wang X, 2014),

(Brereton MF, et al, 2015).

Il est cependant intéressant de noter que l'architecture de I'flot varie en fonction des
espéeces. Cette variation peut avoir une importance majeure, et est influencée en
grande partie par les besoins fonctionnels spécifiques de I'espéce ainsi gu'a la
nécessité intrinséque de sécrétions d’autres facteurs tels que le GABA ou le zinc
pour I'llot (Steiner DJ, et al, 2010) (Figure 3).
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Nature Reviews | Endc
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souris 15% 87% 5% rare rare

humain 36% 54% 10% <1% <5%

Figure 3 : Architecture et distribution des ilots de Langerhans chez la souris
et 'THomme. L’insuline apparait ici en rouge, le glucagon en vert et la somatostaine
en bleu. (A) Représentation d’un Tlot de souris (B) Représentation d’un ilot humain.
A noter la présence uniquement des cellules 3 pancréatique au centre de I'lot chez
la souris, tandis que chez I'Homme, les cellules endocrines sont dispersées de
maniéere aléatoire au sein de la structure.

a) Lescellules &

Les cellules € sont dispersées dans le tissu exocrine primitif au début du
développement foetal, mais vont ensuite se regrouper et se placer autour des ilots de
Langerhans en développement, ou elles restent situées chez I'adulte (Andralojc KM,
et al, 2009).

Ces cellules vont étre responsable de la sécrétion de ghréline. Celle-ci semble

exercer un role inhibiteur tonique sur la sécrétion d'insuline, ce réle ayant été
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retrouvé chez les animaux et les Humains. En effet, la ghréline augmente de maniere
significative la glycémie en réduisant la sécrétion d'insuline (Broglio F, et al, 2001).
De plus, cette hormone va augmenter la résistance a linsuline lorsqu'elle est
administrée chez 'homme (Muller AF, et al, 2001). La perfusion de ghréline induit de
maniére aigué la lipolyse et la résistance a l'insuline indépendamment de la GH et du
cortisol (Vestergaard ET, et al, 2008). Enfin, la sécrétion de ghréline est inhibée par
I'nyperglycémie et l'insuline (Nakagawa E, et al, 2002), mais peut également jouer un

réle direct sur la glycogénolyse (Broglio F, et al, 2001).

b) Les cellules PP

Les cellules PP, pour polypeptide pancréatique, encore appelées cellules F, vont,
comme leur nom l'indique, sécréter le polypeptide pancréatique.

Elles sont issues du bourgeon ventral pancréatique. La répartition des cellules PP
dans la glande pancréatique n’est pas homogene. Elles se situent principalement a
la périphérie des ilots pancréatigues. Mais une minorité est également trouvée
dispersée parmi les cellules des segments acinaires et centro-acinaire-ductal de
['unité du pancréas (Dreiling D and Tiscornia OM, 1968).

La sécrétion de PP va étre stimulée par une hypoglycémie, induite par l'insuline.
Cependant le stimulus le plus puissant pour la libération de ce peptide régulateur est
I'acétylcholine (Ach). Il convient également de souligner que les peptides, tel que la
CCK (cholécystokinine), peut activer les récepteurs sur les cellules nerveuses et / ou
les fibres et stimuler les cellules PP (Schwartz TW, 1983).

En effet, le PP va induire deux réflexes neuroendocriniens « court » et « long ». Cette
induction lui permet d’induire une dépression de la tonalité cholinergique intra-
pancréatique afin de moduler la réponse sécrétoire au niveau pancréatique.

En effet, le PP va permettre de réprimer la sécrétion des enzymes digestives
exocrines mais également la sécrétion endocrine de la somatostatine (Tiscornia OM,
et al, 2015).

Enfin il est intéressant de noter que la composante adrénergique du systéme
nerveux autonome influence la sécrétion de PP. Ainsi, le blocage B adrénergique
inhibe la libération de PP. En revanche, le blocage a adrénergique améliore la

sécrétion de PP. L'utilisation du blocage de cette voie, en tant que mesure
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thérapeutique, a l'anesthésie locale de cette structure autonome, pourrait étre une

piste intéressante (Tiscornia OM, et al, 2015).

c) Lescellules o

Les cellules § pancréatiques sécrétent I'normone de la somatostatine (SST). La
somatostatine est également connue sous le nom d'hormone inhibitrice d’hormone
de croissance (GHIH) ou d'hormone inhibant la libération de somatotropine (SRIF).
Dans les flots, les cellules § libérent principalement la SST-14, (la deuxieme forme
bio-acitve produite étant la STT-28, synthétisé au niveau intestinal) (Francis BH, et
al, 1990). Les deux formes, SST-14 et SST-28 se lient a cinq sous-types de
récepteurs de somatostatine (SSTR1-SSTR5) (Kumar U, et al, 1999). En utilisant des
radioligands sélectifs SST-14-sélectif et SST-28, il a été montré que les cellules j3
possédent des sites de liaison préférés SST-28 tandis que les cellules « présentent
des récepteurs préférés SST-14- (Kumar U, et al, 1999).

Le role de la SST dans le pancréas n’'est pas clair. La SST peut inhiber la libération
de glucagon, d'insuline et de PP ainsi que sa propre sécrétion grace a un mécanisme
de rétroaction automatique (Ipp E, et al, 1979). La réponse sécrétoire de l'insuline et
du glucagon aux stimuli nutritifs a été améliorée in vivo chez les souris déficientes en
SST.

La SST exogéne inhibe I'exocytose des granules provenant d'ilots de rongeurs isolés
et de cellules « et 8 humaines (Gromada J, et al, 2001).

Chez les rongeurs, comme chez I'nomme, la SST est sécrétée d'une maniere
dépendante du glucose et du Ca?* (Braun M, et al, 2009) (Zhang Q, et al, 2007).
Compte tenu du fait que la SST commence a étre diffusée a des niveaux de glucose
qui diminuent la libération de glucagon (Vieira E, et al, 2007), la SST agit comme une
«hormone tamponante», empéchant la sur-sécrétion d'insuline ou de glucagon. Une
autre hypothese est que, & des concentrations élevées de glucose, la SST inhibe
principalement la sécrétion de glucagon plutét que la production d'insuline.

Dans les filots de souris, les cellules § , comme « et 3, sont innervées par des
axones parasympathiques et sympathiques, alors que chez les humains, l'innervation

est moins claire (Rodriguez-Diaz R, et al, 2011).
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En fait, les cellules « humaines sécréetent l'acétylcholine, qui peut agir comme un
signal paracrine pour réguler l'insuline et la libération de SST (Molina J, et al, 2014).
Les effets de I'acétylcholine sur la sécrétion de la somatostatine sont controversés.
Alors que la stimulation de la libération de somatostatine a été observée dans
certaines études (Zhang Q, et al, 2007), d'autres études indiquent un effet inhibiteur
(Hauge-Evans AC, et al, 2009).

Ces données suggeérent que, bien que les cellules ¢ soient relativement petites,
elles pourraient étre des régulateurs d'une grande proportion de cellules dans l'ilot.
Chez I'homme, les cellules 6 possédent une architecture neuronale, la propagation
du potentiel d'action pourrait ainsi effectivement remplir une fonction de signalisation
dans les cellules § . Etant donné qu'il existe de nombreux contacts étroits entre les
cellules § et les autres types de cellules, il sera intéressant de déterminer s'il existe

des zones spécialisées pour la libération de la somatostatine.

En conclusion, les cellules 6 sont idéalement situées dans les flots, avec une
morphologie apparentées aux neurones, afin d’agir comme régulateurs puissants de
la libération d'hormones de I'llot. Bien que I'llot ait seulement un nombre relativement
faible de cellules ¢, elles peuvent communiquer efficacement les unes avec les
autres grace a des projections allongées. Ceci établit un réseau inhibiteur « pan-
islet » pour permettre la transmission de signaux recus des deux nerfs extrinseques

et du sang vers une population cellulaire plus importante dans l'ilot.

d) Lescellules &

Les cellules a sont issues de précurseurs endocriniens qui, sous I'action du facteur
de transcription Arx, donneront une cellule mature, sécrétrice de glucagon. En
'absence d'ARX, aucune cellule a ne se développe et le nombre de cellules B et
delta augmente sans affecter le nombre total de cellules endocrines. Cela suggere
que les précurseurs modifient leur destin cellulaire de a vers 3 et d (Collombat P, et
al, 2003). De plus, il existe une interaction réciproque concurrentielle entre ARX et
PAX4, impliquée dans la décision du devenir cellulaire entre les cellules a et
(Collombat P, et al, 2005) (Collombat P, et al, 2003). Ainsi, ARX est nécessaire pour

la spécification précoce de la cellule a et maintient directement la masse cellulaire a
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(Courtney M, et al, 2013). Arx n'est cependant pas directement impliquée dans
I'expression du glucagon (Gosmain Y, et al, 2011).

Le glucagon, qui est ’hormone majeure sécrétée par les cellules a pancréatiques, a
été découvert en 1923 et nommé comme agoniste du glucose (Murlin J, et al, 1923)
en raison de son effet d'élévation du glucose. L'expression du glucagon dans les

cellules a n'a été révélée qu'en 1948 (Sutherland EW et de Duve C, 1948).

Bien que le glucagon soit exclusivement produit par les cellules a de I'llot, le géne qui
code le pré-proglucagon est exprimé dans de nombreuses cellules et tissus
différents, y compris les cellules L de l'intestin, I'hnypothalamus et le thalamus (Kieffer
TJ et Habener JF 1999). Le produit de cette hormone est déterminé par la
modification post-traductionnelle de la pro-hormone par des enzymes pro-hormone
convertase. Les cellules a pancréatiques expriment la prohormone convertase 2
(PC2), qui clive le pro-peptide pour produire du glucagon et un fragment majeur de
pro-glucagon. Les lympocytes L de l'intestin, exprime la pro-hormone convertase 1
(PC1/3); cette enzyme de clivage donnant naissance notamment au GLP1

(glucagon like peptide 1), GLP2 ainsi qu’'a la glicentine. (Furuta et al, 2001)

Récemment, il a été rapporté que PC1 / 3 et GLP-1 sont co-localisés dans certaines
cellules a humaines, ce qui suggere que le GLP-1 est produit dans les ilots humains
(Marchetti P, et al, 2012). Le GLP-1 exogéne et circulant a deux effets sur la
libération hormonale pancréatique: stimulation de la sécrétion d'insuline a partir de
cellules B (Gromada J, et al, 1998) et inhibant la sécrétion de glucagon a partir de
cellules a (De Marinis Yz, et al, 2010). La contribution a ces effets via la production et

le relargage local du GLP-1 n'a pas encore été prouve.

e) Les cellules S

Comme évoqué, ces derniéres sont majoritaires dans I'ilot et sécrétent la seule
hormone hypoglycémiante de I'organisme, l'insuline.

D’un point de vue développemental, le facteur de transcription PAX4 est induit en
aval de la Ngn3 (Gradwohl G, et al, 2000). PAX4 est, en effet, nécessaire pour le

développement normal des cellules £ et 3.
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Au cours des dernieres étapes de la différenciation des cellules B, les facteurs de
transcription MAFB et MAFA jouent un role important. L'expression de MAFB dans la
cellule B précede une augmentation de I'expression de PDX1 qui marque le début de
la transcription de l'insuline.

L'expression de MAFA suit peu de temps aprés I'expression de l'insuline (Artner I, et
al, 2006) (Nishimura W, et al, 2006) et persiste dans les cellules B adultes.
L'expression post-natale de MAFB est perdue au niveau des cellules B murines
(Artner 1, et al, 2010), mais pas humaines (Dai C, et al, 2012) (Riedel MJ, et al,
2012). Sur la spécification des cellules B, la transcription de l'insuline est initiée et
maintenue par MAFB (Matsuoka TA, et al, 2003), PDX1 (Ohlsson H, et al, 1993),
NEURODL1 (Naya FJ, et al, 1995), PAX6 (Sander M, et al, 1997), et MAFA (Kataoka
K, et al, 2002). En outre, PAX4 (jusqu'a ce que son expression soit perdue chez
l'adulte), NKX6.1 et PDX1 inhibent I'expression du glucagon (Ritz-Laser B, et al,
2002) (Schisler JC, et al, 2005) empéchant ainsi I'expression de glucagon par les

cellules .
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Figure 4 : Modéle schématique de la distribution des différents sous-types de
cellules pancréatiques lors de la morphogenese du pancréas. Plusieurs voies
de signalisation sont activées pour la spécification du devenir pancréatique. Un
programme spécifique d’expression de différents facteur de transcription est
également nécessaire et définit le sort des progéniteurs pancréatiques. Parmi ceux-
ci, Pdx1 est nécessaire pour la détermination de progéniteurs pancréatiques, puis la
Ngn3 pour la spécification du lignage endocrinien. Aprés l'activation de Ngn3, un
réeseau complexe de facteurs de transcription favorisera les différentes voies
endocrines, y compris Arx et Pax4. Pax4 favorisant la voie des cellules 3 et des §
tandis que Arx favorisera les lignées des cellules o« et PP. Enfin, des facteurs de
transcription supplémentaires permetteront le maintien des différents phénotypes de
ces cellules endocrines.

Le role clé des cellules B est de produire et de sécréter de l'insuline d'une maniére

trés fine, afin de maintenir les concentrations de glucose circulant dans la gamme
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physiologique (Cavaghan et Polonsky, 2005). Parmi les nombreux composeés
physiologiques connus pour stimuler la sécrétion d'insuline, le glucose est de loin le
plus important. L'augmentation de la libération d'insuline en réponse au glucose oral
et intraveineux dépend de la dose, et de plus, la sécrétion est plus grande aprées
l'administration par voie orale que par voie intraveineuse. Ce phénomene a été
appelé effet d'incrétine (Nauck MA, et al, 1986) et semble étre d0 a la libération
d'hormones gastro-intestinales et d'autres mécanismes induits par le glucose dans le

tractus entérique.

La sécrétion d'insuline par la cellule B est dynamique. La perfusion de glucose
intraveineuse détermine une réponse a l'insuline biphasique, consistant en un pic
rapide (premiére phase, pendant quelgues minutes), suivie d'une augmentation plus
lente et prolongée (deuxieme phase). En outre, la sécrétion d'insuline est pulsatile
(Cavaghan et Polonsky, 2005).

Le transport du glucose vers le cytoplasme des cellules B est facilité par le
transporteur de glucose 1 et 2 (GLUT1 et GLUTZ2). Ensuite, le glucose est
rapidement phosphorylé par la glucokinase pour commencer le processus
glycolytique. S’en suit des niveaux accrus d'ATP cytosoliques entrainant la fermeture
des canaux KATP, la réduction de la conductance K * et la dépolarisation de la
membrane plasmique.

A son tour, la dépolarisation de la membrane plasmique induit I'ouverture des canaux
Ca?*voltage dépendant, provoquant une dépolarisation rapide. L'afflux de Ca®* dans
le cytoplasme de la cellule B mobilise les granules d'insuline, suivis de l'ancrage

membranaire et de I'exocytose.

En plus du glucose, plusieurs autres composés affectent la sécrétion d'insuline de la
cellule B. Quelques acides aminés, soit seuls ou en combinaison, induisent ou
potentialisent la libération de I'hormone par des mécanismes métaboliques, des
processus biophysiques, ou les deux (Newsholme P, et al, 2014). Certains d'entre
eux (comme la leucine et le glutamate) sont métabolisés dans les mitochondries,

alimentant ainsi le cycle de Krebs. L'arginine, par contre, dépolarise la membrane
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plasmique aprés son transport dans le cytoplasme, en raison de ses charges
positives. Cette dépolarisation active les canaux Ca®* voltage dépendants, & leur
tour, permettant I'entrée de cet ion, ce qui conduit a l'exocytose successive des
granules d'insuline.

Les acides gras libres peuvent stimuler la libération d'insuline en agissant comme
substrats métaboliques (modulant I'oxydation des molécules de combustible dans les
mitochondries) et/ou en se liant a des récepteurs spécifiques de protéines G (GPR,
en particulier GPR40 et GPR119 et GPR120) exprimé sur la membrane des cellules
B (Warnotte C, et al, 1999) (Morgan NG et Dhayal S, 2009).

Enfin, le systtme GPR est également impliqué dans la modulation de la libération
d'insuline induite par les hormones et les neurotransmetteurs. A cet égard, le role de
I'hnormone incrétine GLP-1 a été spécifiquement et largement étudié (Drucker Dj et
Nauck MA, 2006). Le GLP-1 est sécrété a partir des cellules entero-endocrines apres
l'ingestion d'éléments nutritifs et potentialise l'insuline libérée de maniére gluco-
dépendante. Les mécanismes d'action du GLP-1 sur les cellules sécrétant de

l'insuline passant, eux, par 'activation de I'adénylate cyclase.

Enfin, la cellule B est également capable de sécréter d’autres composés, comme
'amyline, le MIF (macrophage migration inhibitory) et le PACAP (pituitary adenylate
cyclase activating peptide) qui favorisent la sécrétion d'insuline (Cornu M, et al,
2009), mais également I'lGF2 et le FGF1, jouant eux un rdle dans la prolifération
cellulaire, et enfin, le GABA, retrouvé dans 15% des granules et qui inhibe la

sécrétion de glucagon (Bailey SJ, et al, 2007).

20



Stimulatory
............. Inhibitory

Figure 5: Représentation schématique des connexions intra-ilots. La sécrétion
d'insuline (verte) et de glucagon (violet) exerce des effets paracrines sur les cellules
a, © (jaune) et B. La somatostatine a des effets paracrines inhibiteurs sur tous les
types cellulaires (lignes pointillées). Les produits R spécifiques, tels que le Zn** et le
GABA peuvent affecter la fonction de la cellule a, et enfin I'acétylcholine des cellules
a peut influencer la sécrétion de la somatostatine. (adaptée de Brereton FM, et al,
2015)

De part son rdle endocrine important, I'llot de Langerhans, seule unité capable de
sécréter I’'hnormone hypoglycémiante qu’est I'insuline, va, en cas de perte de masse
fonctionnelle entrainer le développement de pathologies métaboliques importantes

comme le diabéte.

Il. Le diabéte

Au cours des trois dernieres décennies, le diabéte est devenu une épidémie
mondiale, avec des soins de santé et des charges économiques grimpant de fagon
spectaculaire (Ashcroft FM et Rorsman P, 2012) (Guariguata L, et al, 2014). A
I'épicentre du diabéte, la cellule B pancréatique produisant l'insuline ayant des
actions hormonales essentielles pour abaisser les taux de glycémie et maintenir
ainsi ’'hnoméostasie métabolique.

Il existe ainsi différents types de diabétes. Le diabéte de type 1 représente 10% des
diabetes. Il entraine une dépendance a l'insuline apres la destruction auto-immune
des cellules B. Le diabéte de type 2 (DT2), plus répandue, résulte d'un trouble

métabolique complexe associant résistance a linsuline et inactivation progressive
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des cellules B. Indépendamment de ['étiologie, les deux formes de diabéte sont
étayées par la perte de séecrétion d'insuline stimulée par le glucose et I'hyperglycémie
concomitante. Dans le cadre de la progression du DT2, I'élévation prolongée des
taux de glucose et/ou d'acides gras entraine une défaillance de la production
dinsuline des cellules B et de la sécrétion, potentiellement suivie d'une survie
cellulaire réduite ; cette condition est appelée gluco-lipo-toxicité (Poitout V, et al,
2010).

Bien que la mort de la cellule 8 de I'llot soit un résultat clair dans le diabéte de type 1
(DT1), des preuves récentes indiquent des mécanismes plus complexes qui affectent
I'identité et la fonction de la cellule B dans le T2D.

Par exemple, précédemment, |'obésité et les conditions de stress a la résistance a
l'insuline associées au DT2 étaient décris comme entrainant une mort cellulaire
responsable de la perte de la masse fonctionnelle des ilots.

Cependant, des preuves croissantes suggerent que, au fur et a mesure que le DT2
progresse, la cellule B ne meure pas, mais perd I'expression de l'insuline, entrainant
éventuellement une « dédifférenciation » vers un état progéniteur, puis vers d'autres
types de cellules de I'llot. Au minimum, il existe des preuves de la perte de l'identité
des cellules 8 au cours de la maladie (Brereton MF, et al, 2016). Bien que moins
convaincant, il existe également des preuves d'une identité endocrine altérée
pendant le DT1.

Enfin les derniéres recherches actuelles portent sur I'nétérogénéité des cellules B,
suggérant collectivement qu'il existe des populations de cellules B au sein de I'llot
avec des fonctionnalités variables et des niveaux d'expression de ses marqueurs

d’identité différents.

Il existe également, beaucoup moins répandus, les diabétes monogéniques, issus de
mutations génétigues comme les MODY (maturity onset diabetes of the young) qui
représentent un peu moins de 5% des DT2 (Bonnefond A, et Froguel P, 2015).

Enfin, il est a noter que dans 8-9% des grossesses, un diabéte gestationnel (DG)

peut se développer, ce dernier pouvant évoluer en un DT2 classique post-partum.
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|. Les diabétes monogéniques

Ces derniers ont été découvert en 1985, lorsqu’'un groupe d'étude de I'OMS a
suggéré que le DT2 pourrait étre un trouble autosomique dominant impliquant un
seul géne et caractérisé par une pénétrance variable en fonction de I'obésité et du
vieillissement (Vftter K, 1986). La premiére preuve que le DT2 impliquait une
composante génétique n'a été apporté qu'en 1992, grace a une analyse de lien
familial chez des familles francaises ayant un diabete précoce, non auto-immunisé et
non obése, appelé aussi diabéte a maturité chez les jeunes (MODY ) (Froguel P, et
al, 1992). Les mutations dans la GCK (codant pour la glucokinase) ont ainsi montré
une forme relativement modérée de MODY.

L'identification ultérieure de 28 genes distincts hébergeant des mutations et
provoquant un diabéte monogénique ont apporté des idées révolutionnaires sur la
physiologie du diabéte, en particulier sur la sécrétion d'insuline. Cependant, ces
mutations n’affectent seulement qu’'un peu moins de 5% des patients diabétiques
(Shields BM, et al, 2010).

En d'autres termes, aucune de ces nombreuses variantes génétiques associées n'est
suffisamment pénétrante pour conduire au DT2 seul. Les études jumelles ou
familiales ont montré que les estimations de I'héritabilité du DT2 variaient de 30 a
70%, en fonction de I'age du diabete et de I'état glycémique des cas (Almgren P, et
al, 2011) (Poulsen P, et al, 1999). Ces études ont suggéré un réle plus important de
la génétique dans les premiéres phases de développement du DT2 et une plus
grande contribution de I'environnement au risque de diabéte chez les patients plus
agés. Plusieurs études récentes, y compris des études d'association a I'échelle du
génome (GWAS), ont confirmé pleinement la nature polygénique du DT2 et ont
démontré le role des régions génétiques dans le risque DT2.

Enfin, il est intéressant de noter que la plupart des MODY sont liés a des mutations
dans des génes intervenant dans la différenciation endocrinienne ou dans le maintien
de l'identité des cellules B3, tels que Pdx1, Ptfla, Pax4 ou encore Notch (Bonnefond
A, et Froguel P, 2015).
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Il. Le diabéte gestationel

Le diabéte gestationnel (DG) est l'une des complications métaboliques les plus
courante de la grossesse. Il a été mis en évidence suite a la premiere évaluation
systématique du test oral de tolérance au glucose par O'Sullivan et ses collegues en
1964 (Bhavadharini B, et al, 2016).

Le DG est défini comme «tout degré d'intolérance au glucose lors d’'un début ou
d’'une premiére reconnaissance pendant la grossesse ». Dans le monde entier, la
prévalence déclarée de DG varie de <1% a 28% (Jiwani A, et al, 2012). Ces
différences peuvent étre expliquées par des facteurs tels que l'origine ethnique, I'age
maternel, la génétique, I'IMC, la santé, la procédure de dépistage et les critéres
diagnostiques, y compris les systémes de soins de santé. A I'échelle mondiale,
l'incidence de DG devrait augmenter a mesure que la prévalence de I'obésité

augmente.

Le DG disparait habituellement apres l'accouchement, mais les femmes ont un
risque plus élevé de développer un DT2 par rapport aux femmes sans DG antérieur
(Bellamy L, et al, 2009). Le risque de DT2 est associé a l'indice de masse corporelle
avant la grossesse, I'age maternel avancé et les antécédents familiaux de diabéte
(Rayanagoudar G, et al, 2016). En outre, le risque est associé au poids corporel, a
I'activité physique et au régime post-partum (Bao W, et al, 2015).

A noter que les risques pour I'enfant sont la prématurité et I'hypocalcémie a court
terme, mais également I'obésité ou encore I'intolérance au glucose a plus long terme.
Enfin, les risques maternels sont, comme dit précédemment, un TD2 a long terme,
mais a court terme cela peut aller de I'hypertension artérielle a la nécessité d’'une

césarienne lors de I'accouchement (Pedersen ALW, et al, 2017).
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I1l. Le diabéte de type 1

Le DT1 représente 5 a 10% de tous les cas de diabéte. |l se déclare généralement
avant 'age de 30 ans. Les taux de DT1 et d'autres maladies auto-immunes ont
augmenté au cours des derniéres décennies dans les pays occidentaux: on estime
gu'ils doublent tous les 20 ans (Bach JF, 2012). Bien que la raison de ces taux
croissants n‘ait pas été clairement identifiée, beaucoup d'intérét s'est concentré
autour de I'utilisation généralisée d'anti-microbiens.

La caractéristique du DT1 est la destruction immune des cellules 3 productrices
d'insuline, entrainant une dépendance a l'insuline exogene pour la survie (Herold K,
et al, 2013). Il y a plus de 3 décennies, les premiéres études cliniques de la
cyclosporine A l'ont rapporté comme intervenant dans la modification du cours
naturel de la perte de cellules 3 chez les patients atteints d'un DT1 (Stiller CR, et al,
2014). Ces essais ont suivi des études d'observation antérieures qui ont identifié des
auto-anticorps qui réagissent avec les cellules des filots ainsi que dans le sérum des
patients atteints de DT1 mais aussi via des études prospectives qui ont montré que

la maladie auto-immune était chronique et progressive (Srikanta S, et al, 1983).

Les facteurs qui conduisent au développement de DT1 sont a la fois génétiques et
acquis puisque le taux de concordance de DT1 est de 30 a 50% chez les jumeaux
monozygotes comparativement a 10% dans les couples dizygotiques. Les formes
monogéniques du diabete ont été associées a des mutations dans les genes de
réponse immunitaire.

Les patients atteints du syndrome polyendocrinien auto-immune 1 (APS1 ou
APECED), causés par une mutation d'AIRE, développent un diabéte auto-immun
(Anderson MS, et al, 2005). Une auto-immunité importante, présente dans le DT1, se
développe chez des patients atteints de mutations de Foxp3, nécessaires au
développement et au fonctionnement des lymphocytes T régulateurs (Bennett CL, et
al, 2001).
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De plus, parmi les 25 loci les plus fortement associés a la maladie 19 impliquent des
géenes candidats liées a des réponses immunitaires et 3 sont impliqués dans la
fonction ou la survie des cellules 3 (www.tldbase.org).

Le principal complexe d'histocompatibilité (CMH) est le locus le plus fortement
associé a la maladie et explique la plupart des risques. Le locus codant la protéine
tyrosine phosphatase non réceptrice 22 (PTPN22) est également liée a la maladie
(Concannon P, et al, 2005).

Le locus du géne codant la molécule CTLA-4 est également associé au DT1 (Ueda
H, et al, 2003). Le CTLA-4 lie les mémes ligands que CD28 mais dans les cellules T

activées CTLA-4 va conférer un signal inhibiteur aux cellules.

Le polymorphisme dans la chaine a du récepteur IL-2 (IL-2RA) est censé affecter la
signalisation IL-2 nécessaire pour les mécanismes de régulation normaux. L'lIL-2 est

nécessaire pour la génération de Tregs et leur survie.

Il existe également des loci associés a des genes liés a la destruction des cellules 3
et a I'expression de l'insuline. TNFAIP3 est impliqué dans la limitation de I'apoptose
médiée par NF « B et TNF (Song HY, et al, 1996).

Une hypothése bien établie est qu'un locus associé a des VNTR (variable number
tandem repeat ; répétition en tandem d’une courte séquence nucléotidique au niveau
du génome) dans le promoteur du gene de l'insuline affecte les niveaux d'expression
des geénes et les variations structurelles de maniere centralisée et périphérique
(Pugliese A, et al, 1997). En effet, I'expression du géne de l'insuline est régulée par
la région VNTR située en amont du site d'initiation de la traduction de l'insuline. Trois
classes principales de mini-satellites VNTR sont identifiées: les alléles de classe |, de
classe Il et de classe Ill. L'allele de classe | est associé a un risque accru pour le
DT1 alors que l'alléle de classe Il est protecteur.

Cette expression accrue du géne de linsuline au niveau du thymus est censée
fournir une sélection négative plus efficace des cellules T réactives a linsuline

(Vafiadis P, et al, 1997) (Figure 6)
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Figure 6: Résumé schématique des loci intervenant dans I'appartion du
diabete de type 1. Le CMH est le locus le plus important pour la maladie. L'INS-
VNTR peut affecter I'expression de l'insuline par les cellules épithéliales thymiques.
L'association avec IL-2 RA peut affecter la signalisation dans les cellules T-regs et T-
effecteurs. Un polymorphisme du PTPN22 affecte la signalisation a travers la cellule
T qui peut affecter les signaux nécessaires a l'activation de T-effecteur et Treg.
CTLA-4 est un régulateur négatif. Un défaut de cette molécule peut affecter
I'activation cellulaire dans la périphérie ainsi que dans le thymus.

Enfin, pour conclure, il est important de noter que certains DT1 vont se déclarer
tardivement chez des patients adultes. Ces patients seront positifs aux auto-
anticorps et deviendront a court terme insulino dépendants (Chatzianagnostou K, et
al, 2016). Ce type particulier est appelé LADA (latent autoimmune diabetes
adulthood)

IV. Le diabéte de type 2

Le DT2 représente 80% des diabétes. Ce type de diabete est di a une diminution
significative de la masse fonctionnelle des cellules B pancréatiques.
Ce diabete est d'origine multifactoriel et va étre issus de la résultante entre facteurs

de prédisposition génétigue et environnement (Figure 7).
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Figure 7 : Survenue du diabete de type 2. Le DT2 va étre provoqué par des stimuli
génétiques et environnementaux. Aprés une phase de compensation par la cellule B3,
celle-ci va s’épuiser et la masse de cette derniére va diminuer. Ainsi la glycémie va
augmenter, les cellules 3 vont perdre leur fonction et une insulino-résistance va
apparaitre.

Les causes moléculaires de la diminution de la masse de la cellule B sont encore trés
peu connues et plusieurs hypothéses ont vu le jour récemment.

Cette diminution de masse est attribuée, de maniére minoritaire, a I'apoptose de ces
derniéres ; environ 3% d’apoptose au sein de IMlot pancréatique est retrouvé
(Demirtas L, et al, 2016).

Cependant, un nombre croissant de preuves suggére que les composants clés de
l'insuffisance en cellules B impliquent:

(1) la perte d'identité cellulaire, en particulier les protéines associées a la fonction
cellulaire mature (tels que, l'insuline et les facteurs de transcription comme MAFA,
PDX1 et NKX6.1)

(2) dé-différenciation, définie par une régression a un état de type progéniteur ou de

cellule souche.
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Les nouvelles technologies actuelles ont permis de comparer les caractéristiques des
cellules issues d'llots de donneurs humains normaux a ceux qui se trouvent dans des
conditions patho-physiologiques par séquencage d'ARN en cellule isolée et
également par analyse épigénétique. Ainsi, il a été montré un niveau d'hétérogénéité
remarquable chez les cellules B "insulino-positives” d’un point de vue histologique.
Ces résultats suggerent non seulement que ces sous-ensembles de cellules B ont
des réponses différentes aux sécrétagogues d'insuline, mais que la définition de leur
expression génique unique et de leurs profils épigénétique offre des possibilités de

plasticité cellulaire intra-ilots.

Plus récemment, des anticorps de surface spéficifique des cellules B ont révélé que
les cellules B humaines peuvent étre subdivisées en quatre sous-types (c-a-d., bl-
b4) en fonction des niveaux de ST8SIAl (ganglioside synthase) et CD9
(glycoprotéines de la cellule) (Dorrell C, et al, 2016).

Ces sous-types ont a la fois une abondance (par exemple, b1> b4) et une activité de
sécrétion d'insuline variable (c'est-a-dire b1> b2-4) dans des conditions normales. En
outre, les populations de cellules b3-b4 moins réceptives au glucose semblent de
plus en plus répandues dans les échantillons d'llots diabétiques, ce qui pourrait

représenter un état d'activité compromis de la cellule 3.

Récemment, un bio-marqueur des cellules diabétiques "défaillantes" semble
impliquer l'induction de l'isoforme A3 de l'aldéhyde déshydrogénase 1 (ALDH1A3)
(Kim-Muller JY, et al, 2016). Ainsi, des niveaux de ALDH1A3 augmentés
(normalement produits uniquement chez les progéniteurs pendant I'embryogenése)
ont été observés dans les cellules B de I1lot adulte a partir de souris invalidées pour
FoxO (1, 3a, 4) mais également dans les populations de cellules B dysfonctionnelles
chez les souris db/db, ou déficientes en Nkx6.1 ou encore dans les modeles de
souris déficientes en MafA (Taylor BL, et al, 2013) (Hang Y, et al, 2014) (Kim-Muller
JY, et al, 2016).

Les cellules ALDH1A3" triées sont moins sensibles au glucose que les cellules
dépourvues d'ALDH1A3, et possédent des taux réduits de marqueurs de cellules 3

matures (tels que la Glucokinase, MafA), des augmentations concomitantes de
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marqueurs de progéniteurs (Rfx6, Rfx7) et un dysfonctionnement mitochondrial (Kim-
Muller JY, et al, 2016).

Sous-jacente a la notion d'hétérogénéité, les interrogations actuelles visent a
comprendre si les cellules endocrines humaines existent dans un état stable,
différencié dans une voie terminale ou si un niveau de plasticité cellulaire existe.
Ainsi, des données probantes s'accumulent a partir d'études sur des modeéles
animaux dont les cellules d'ilot ont la capacité de se différencier directement en un
autre type cellulaire et/ou de se différencier en une cellule progénitrice.

De facon significative, la conversion directe a-vers-f ou B-vers-a a été observée a
travers le tracage des lignées endocriniennes dans plusieurs types de déficience
génique de régulateurs de facteurs de transcription spécifiques tels que Arx, Pdx1,
Pax4 et Dnmtl (Collombat P, et al, 2007) (Dhawan S, et al, 2011) (Yang YP, et al,
2011) (Gao T, et al, 2014).

Il est probable que les mécanismes sous-jacents a la fagon dont un type cellulaire de
I'flot adopte une destinée plutdt « B-like » impliquent des influences épigénétiques
dans les loci critiques de I'llot. Par exemple, les modifications des histones et/ou de
I'ADN (telle que la méthylation) peuvent permettre I'expression de genes spécifiques

des cellules B dans les cellules a, favorisant ainsi la conversion cellulaire.

Par séquencage de I'ARN et immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) dans des
cellules a et B humaines triées, il a été montré qu'il existe un niveau remarquable de
plasticité dans les cellules a, en examinant par exemple les niveaux d’activation de
I'histone H3K4me3 et des marques répressives H3K27me3 (Bramswig NC, et al,
2013). De maniére surprenante, les cellules a possedent un grand nombre des
genes des cellules B marqués de maniéere bivalente par H3K4me3 et H3K27me3,
suggérant que ces genes sont dans un état stable mais inductible. Ceux-ci
correspondent a des génes fonctionnels clés de la cellule B, comme MAFA, PDX1 ou
le GLP1R.

30



Enfin, des études récentes ont montré la présence d’'une population de cellules B
immatures tout au long de la vie et formée a partir de précurseurs non B située dans
un micro-environnement spécialisé ou «niche néo-génigue» a la périphérie des flots.
Ces cellules expriment l'insuline, mais sont déficientes en autres marqueurs de
cellules B clés et peuvent ainsi étre décrites comme transcriptionnellement
immatures, incapables de détecter le glucose et incapables de supporter l'influx de
calcium. Cette source permanente de nouvelles cellules 8 dans les ilots en bonne
santé, comparée aux cellules B matures co-existantes, montre des variations
épigénétiques liés a ce défaut de maturation. (Van Der Meulen T, et al, 2017).

En effet ces résultats ont été confirmé récemment dans une étude qui a montré
’lhomogénéité transcriptionnelle des cellules  matures, mais leur variation au niveau
épigénétique liée a des « stratégies » de maturation différentes. Enfin, il a été montré
gue la phase GO/G1 correspondait a la fenétre ou les progéniteurs en début de
maturation allaient enregistrer les stimuli leur permettant d’entrér dans une voie
spécifique (Qiu WL, et al, 2017)

Ces études ont ainsi révélé que la dé-différenciation et/ou la re-différenciation étaient
des mécanismes de « sauvetage » des cellules B de Illot. Cependant, a des fins
thérapeutiques, il serait intéressant d’étudier ces effets chez 'Homme. La preuve de
cette possibilité n'est pas claire ou méme insuffisante, ce qui peut étre di en partie a
la nature relativement récente de ces observations chez la souris, mais peut
également refléter des difficultés dans la disponibilité des échantillons ou encore une
différence entre les especes (MacDonald MJ, et al, 2011) (Dai C, et al, 2012).
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Figure 8: Représentation schématique du changement de la masse
pancréatique au cours du diabéte. Les précurseurs endocriniens vont donner
naissance aux celules a et B matures permettant une régulation de 'homéostasie
glucidique. Des modifications épigénétiques vont entrainer des phénomenes de
trans-différenciation et dé-dédifférenciation liés a la plasticité endocrines, entrainant
un changement de la masse fonctionnelle des ilots pancréatiques.

V. Différents traitements dans le cadre du diabéte de type 2.

Afin de rétablir une normoglycémie et remédier au DT2, il est recommandé d’adopter
un régime sain ainsi qu'une pratique sportive régulieére. Ainsi, méme dans certains
cas de diabétes monogéniques, comme lors d’'une mutation du gene TCF7L2, il est
possible de ne pas développer la maladie au cours de sa vie (Florez JC, et al, 2006).
Néanmoins, ces actions peuvent s’avérer inefficaces et I'application d'un traitement
thérapeutique est nécessaire.

Plusieurs familles composent l'arsenal thérapeutique actuel ; les biguanides, les
inhibiteurs des a-glucosidases, les sulfamides hypoglycémiants, les glinides, les

gliptines, les inhibiteurs SGLT2 et enfin les agonistes du GLP-1.
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1. Biguanides et traitements des diabetes non insulino dépendants.

a) Les biguanides

Les biguanides, dont le chef de file est la Metformine, est le traitement donné en
premiére intention pour le DT2, surtout en cas d’'obésité. Ces molécules vont inhiber
la néoglucogénése, augmenter la sensibilité a l'insuline (surtout au niveau du
muscle) et également retarder l'absorption intestinale de glucose. Cependant,
certains effets secondaires comme un défaut d’absorption de vitamine B12 ou encore
des acidose lactiques sont assez courant, ainsi que de nombreux troubles gastro

intestinaux.

b) Anti diabétiques non insulino dépendants.

Les inhibiteurs des a-glucosidases dont le chef de file est le Miglitol, sont
principalement donnés dans le cas de diabéte non insulino dépendant. Le Miglitol est
un pseudo monosaccharide qui va inhiber les enzymes intestinales responsables de
'absorption du glucose et du fructose. Ainsi ces inhibiteurs vont permettre de
diminuer I'hyperglycémie postprandiale ainsi que la glycémie a jeun. Enfin, les effets

indésirables principaux sont les diarrhées ainsi que les douleurs abdominales.

Les sulfamides hypoglycémiants ou encore, sulfonylurées, tel que le Glibenclamide,
vont également étre utlisés chez les diabétiques non insulino-dépendants.

lls vont ainsi se fixer sur la sous-unité SUR des canaux potassiques ATP dépendant
situés sur la cellule B pancréatique, permettant l'influx de calcium et la sécrétion
massive d’insuline. La limitation de ces molécules étant donc la capacité résiduelle
de Ilot a sécréter l'insuline.

Cependant, un effet indésirable important de ces molécules sont les hypoglycémies

qui seront généralement considérées comme graves et prolongées.

Les glinides, comme la Répaglinide, sont des dérivés de l'acide carbamoylméthyl-
benzoique. Son mode d’action est commun a celui des sulfamides cependant, sa

demi vie plus courte, lui permet de diminuer les risques d’hypoglycémie chronique.
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Enfin, les inhibiteurs SGLT2 représentent la derniére classe d’antidiabétigue. Comme
leur nom l'indique, ils vont permettre l'inhibition du co-transporteur sodium-glucose
de type 2 rénal dont I'action est donc indépendante des cellules 3. Ce blocage va
permettre de réduire la glycémie en augmentant la glycosurie. Ces inhibiteurs, tels
que le Dapaglifozine ou la Serglifozine, sont utilisés en complément de toutes les
classes d’'anti diabétiques anti hyperglycémiants oraux ou injectables. Cependant
leur utilisation est actuellement controversée. (Woo VC, et al, 2017) (Bonner C, et al,
2015).

2. Les analogues du GLP1 et inhibiteurs de DPP4.

Les agonistes sont représentés par I'exénatide (ou exendine) et le liraglutide. Ces
agonistes vont participer a I'augmentation de I'effet incrétine. Cet effet incrétine va
conduire a la libération par lintestin, suite a I'arrivée du bol alimentaire, de facteurs
qui vont augmenter d’environ 60% la réponse sécrétoire d’insuline lorsque la
glycémie est élevée.

Les 2 peptides permettant cet effet sont le GLP-1 (glucagon like peptide 1) et le GIP
(glucose dependent insulinotropic peptide) ; ils sont issus du clivage du proglucagon

par les pro-convertases (PC1/2).

Les effets du GLP-1 sont divers. Ainsi il va permettre une stimulation de la sécrétion
d’insuline en condition élevée en glucose, une réduction des taux de glucagon ou
une augmentation de la synthése d’insuline. Le GLP-1 posséde également des effets
au niveau du cerveau, et va permettre la diminution de la prise alimentaire (Figure
9).

Les effets secondaires vont étre principalement des diarrhées a court terme,

cependant les effets a tres long terme ne sont toujours pas connus.

Les inhibiteurs de la DPP4, tels que la sitagliptine ou la saxaliptine, sont préconisés
trés souvent en association de la metformine. Comme leur nom lindique ils vont
donc inhiber la dipeptidyl peptidase 4 (DPP4). Cette enzyme intervient dans la

dégradation du GLP1 ; et ainsi, I'action de ces inhibiteurs va permettre de garder un
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effet incrétine plus longtemps. En ce sens, les effets de ces inhibiteurs sont
essentiellement sur la glycémie postprandiale.

Les effets secondaires peuvent étre important, avec notamment des troubles
musculo squelettiques ainsi que la diffusion de I'inhibiteur dans le lait maternel pour

les femmes allaitantes.
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Figure 9 : Action pharmacologique directe des agonistes au GLP1-R.
(adaptée de Campbell JE, et al, 2013)

lll. Le facteur de transcription E2F1

. Généralités sur la famille des E2Fs

1. Généralités

Récemment, le facteur de transcription E2F1, d’abord connu pour son rble dans le
cycle cellulaire, a été montré comme possédant des rbles métaboliques tres

marqués, notamment au niveau du pancréas (Victor Aguilar et Lluis Fajas, 2010).

35



E2F1 a d'abord été identifié en 1986, lorsqu'il a été décrit comme un facteur de
transcription lié au promoteur du géne adéno-viral E2 (Kovesdi I, et al, 1986).

Ce n'est qu'en 1991 que sa régulation par la protéine du rétinoblastome (Rb)
suppresseur de tumeur a été décrite. Rb a d'abord été identifié comme un locus
génétique associé au développement héréditaire d’'une tumeur oculaire (Bagchi S, et
al, 1991). On a ainsi constaté que Rb était une cible importante des onco-protéines
exprimées par des virus tels que l'adénovirus E1A, l'antigéne du virus simien 40
(SV40) et les protéines E7 du papillomavirus humain (Whyte P, et al, 1988)
(Goodrich D, et al, 1991) (Johnson BA, et al, 2017).

L'évaluation de cette hypothése a conduit a l'identification du facteur de transcription
E2F1, la premiére cible cellulaire identifiée de Rb (Chellapan SP, et al, 1991).

E2F1 a été plus tard considéré comme un membre d'une famille de protéines
étroitement liées, dont plusieurs ont été trouvées, également comme interagissant
directement avec Rb. Le nombre de membres de la famille E2F identifies a
augmenté de facon constante: jusqu'a présent, huit genes E2F humains ont été
décrits et peuvent étre divisés en trois catégories en fonction de leurs propriétés
transcriptionnelles et de leur interaction avec les protéines « poche » (Rb, p107,
p130). E2F1, 2 et 3 sont des activateurs transcriptionnels puissants qui interagissent
directement avec la protéine Rb. E2F4 , 5 et 6 sont des activateurs faibles et
semblent pouvoir interagir avec les trois protéines poche. E2F7 et 8 ne s'associent
pas avec des protéines poche et interviennent principalement dans des phénomenes

de répression transcriptionnelle.

2. Structure protéique des E2Fs

La famille des E2Fs est divisée en 2 catégories ; les E2F canoniques et atypigues
(Zhan L, et al, 2014).

Les E2F canoniques possedent un domaine « leucine zipper» au niveau de
I'extrémité N-terminale, nécessaire pour la dimérisation avec sa protéine partenaire

DP (dimerization partner). lls possedent également un domaine de trans-activation,
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ainsi qu’'un domaine de liaison a la protéine du rétinoblastome, au niveau de
'extrémité C terminale. Ce dernier étant absent pour les E2F6 a 8 (Tsantoulis PK, et
al, 2005).

E2F1, E2F2 et E2F3 se lient principalement avec pRB, alors que E2F4 est associé a
toutes les protéines poches ; pRB / p107 / p130. E2F5, lui, tend a se lier uniguement
avec p130 (Zhan L, et al, 2014) (Figure 10).

Les E2Fs atypiques comprennent E2F7 et E2F8. lls possédent deux domaines
distincts de liaison a I'ADN (DBD), mais ne possedent pas de domaines d'intéraction
avec la protéine DP, du rétinoblastome ni de domaine de trans-activation. Ainsi, leur
liaison a I'ADN est différente des autres membres E2F, et ne dépend pas de DP.
E2F8 présente une grande similitude avec la structure de E2F7 et comporte deux
domaines spécifiques présentant une grande ressemblance avec le domaine de
liaison a 'ADN des E2F canoniques (Chen HZ, et al, 2009) (Figure 10).
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Figure 10 : Structure des facteurs de transcriptions de la famille des E2F.
Tous les E2F vont posséder un domaine de liaison a I’ADN, représenté ici en rouge.
Le domaine nécessaire a la dimérisation apparait ici en bleu. En jaune est représenté
le domaine de liaison a Rb, appartenant a la famille des protéines poches. Enfin en
gris, le domaine de liaison au cycline A / Cdk2. Les E2F canoniques vont se fixer a
'ADN sous forme d’hétérodimeres avec les protéines DP, alors que les E2F
atypiques se fixent a ’ADN de maniére indépendante. (adapté de Lv Y, et al, 2017).
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3. Modulation de I'activité transcriptionnelle des E2Fs

L'activation transcriptionnelle E2F-dépendante est exécutée par un complexe faisant
intervenir RB / E2F / DP. A 'heure actuelle I'activation de cette voie au cours du cycle

cellulaire est la mieux décrite.

En phase GO / G1, la protéine RB, en se fixant a E2F1, va bloquer son activité
transcriptionnelle. Cette inhibition se fait via le masquage du domaine de trans-
activation situé en C terminale des E2F (Di Stefano L, et al, 2003). Il est a noter que
RB est également capable de recruter plusieurs protéines intervenant dans le
remodelage de la chromatine, telles que les histones déacétylases et les histones
méthyltransférases permettant, au complexe E2F/DP d’étre soit activateur soit
répresseur en fonction du contexte cellulaire et du promoteur du gene sur lequel il est
fixé (Brehm A, et al, 1998) (Harbour JW, et al, 2000) (Figure 11).

HDAC Phosphorylation par
= les cyclines/CDK

Figure 11 : Régulation de I'activité de E2F par RB.
Levée de la répression transcriptionnelle de RB sur le complexe E2F/DP durant la
phase G1/S conduisant a la transcription des geénes cibles de ce dernier.
(FT : facteur de transcription, Ac : acétylation)
L’activité transcriptionnelle va donc étre modulée au cours du cycle cellulaire. Ainsi,

dans la période G1 a S, RB est phosphorylé par les kinases cycline-dépendantes
(CDK), entrainant la dissociation de RB du complexe RB-E2F et la levée de
l'inhibition des E2F. Le dimére E2F/DP est ainsi actif en phase S et permet
'expression de ses génes cibles essentiels a I'entrée en phase S et a la réplication
de I'ADN.
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En phase G2 / M, les protéines inhibitrices de CDK, les CDKi, bloguent I'activité des
CDK et permettent un retour a I'état hypophosphorylé de RB (Cam H, et al, 2003)
(Giacinti C, et al, 2006) (Figure 12).

En raison de l'absence du domaine de liaison au rétinoblastome, E2F6 est considéré
comme régulant des genes cibles d’E2F indépendants des protéines poches
(Ghazaryan S, et al, 2014). E2F6 n'étant pas régulé par la famille pRB, il peut
réprimer la transcription par le recrutement de complexes de remodelage de la
chromatine, incluant le groupe des protéines Polycomb (tel que Ezh2) aux
promoteurs cibles des E2F (Attwooll C, et al, 2006).
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Figure 12 : Régulation moléculaire du cycle cellulaire.

Les voies de transduction du signal induites par des stimuli mitogéniques activent le
complexe cyclin D-CDK au début de la phase G1. Cela va induire une accumulation
de complexe cyclin D-CDK actif pendant la phase G1. L'activation de ces complexes
conduit a une inactivation partielle par phosphorylation des protéines de poche,
comprenant Rb, p107 et p130. Les protéines de poche inactivées libéreront |'activité
du facteur de transcription E2F et permettront ainsi I'expression de cyclines de type
E, nécessaires a la transition G1 / S. Les CDK sont encore activés pendant le cycle
cellulaire par des cyclines de type A pour conduire la phase de transition S jusqu'a la
mitose, période connue sous le nom de phase G2 (adapté de Aguilar V, et al, 2010).

4. Roéle et fonctions générales des E2Fs

D'un point de vue fonctionnel, les E2F se divisent en 3 catégories: les E2F

canoniques dit « activateurs » ou « répresseurs », ainsi que les E2F non canoniques.
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Les E2F canoniques « activateurs » sont constitués des E2F1 a E2F3a.

lls sont nécessaires a I'activation de genes impliqués dans la progression du cycle
cellulaire. La perte de leur expression va mener a I'arrét du cycle. Leur surexpression
dans des cellules quiescentes permettra de faire entrer ces derniéres en phase S
(Johnson DG, et al, 1993).

Le locus du gene E2F3 code pour deux protéines différentes, E2F3a et E2F3b,
issues d'un épissage alternatif. E2F3a est généralement considéré comme un
activateur de transcription. La surexpression de E2F3a entraine un passage des

cellules de la phase GO a la phase S.

Les E2F canoniques « répresseurs » sont constitués des E2F3b a E2F6 (Adams MR,
et al, 2009).

E2F4 et E2F5 sont tres proches de part leur structure et possedent principalement
une activité inhibitrice. Au cours du cycle cellulaire, ils vont ainsi étre retrouvés
transitoirement dans le noyau lors de la phase GO/G1 et participent ainsi a la
différenciation cellulaire (Humbert PO, et al, 2000). Cependant, récemment, E2F4 a
été décrit comme ayant un réle important dans la régulation positive de la
prolifération des cardiomyocytes et également dans la régénération neuronale
(Amerongen MJ, et al, 2010) (Sasagawa S, et al, 2016).

Dernier membre de ce groupe, E2F6, présente une structure unique. Il a d’abord été
décrit comme ayant un réle dans la quiescence cellulaire mais pourrait également
participer a la réponse au stress lors de la réplication de 'ADN sous le contrble de
chkl (Bertoli C, et al, 2013).

Le dernier groupe, appelé E2F non canonique, est constitué des E2F7 et E2F8. Ces
facteurs contrélent les géenes du cycle cellulaire & travers des homodiméres ou des
hétérodimeres de domaines de liaison a I'ADN, fonctionnant principalement sous
forme de répresseurs transcriptionnels. E2F8 est un membre récemment découvert
de la famille E2F. Il partage la structure unique d'E2F7 et exerce des fonctions dans
de nombreux mécanismes tels que l'angiogenése, la lymphangiogenése, la

carcinogenese et la polyploidisation cellulaire (Lv Y, et al, 2017).
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Le domaine de liaison a I'ADN des E2F reste tres conservé. De nombreuses
données montrent que les E2F se lient et régulent des ensembles disparates de
genes cibles via des interactions avec des cofacteurs spécifiques. La classification
de ces derniers n’est pas représentative de la complexité biologique en activateur et
répresseur. En fonction du contexte tissulaire, ils agiront soit comme activateur, soit
comme répresseur. Cela dépendra des genes cibles, des cofacteurs recrutés et du

contexte cellulaire (Bell LA, et al, 2004).

I[I. E2F1, un carrefour entre vie et mort cellulaire

Comprendre les fonctions diverses et dichotomiques de I'activité de E2F1 a fait I'objet
d'une vaste recherche durant ces dernieres années. E2F1 est en effet bivalent, et
peut contréler 'apoptose comme le fonctionnement du cycle, en fonction du contexte

cellulaire.

1. E2F1 et prolifération cellulaire

Comme les fonctions d'une grande série de genes cibles de E2F1 sont liées a la
promotion de la progression du cycle cellulaire, la réplication de I'ADN et la transition
de la phase G1 / S, E2F1 a été considéré comme un promoteur de tumeur, sa dé-
répression contribuant a une progression du cycle cellulaire non restreinte.
Cependant, les mutations dans E2F1 elles-mémes sont rares ; la base de données
COSMIC répertorie 43 mutations somatiques dans E2F1, contre 1143 dans RB et 7
716 dans p53 (Bamford S, et al, 2004).

La surexpression de E2F1 (sous le promoteur de la kératine 5) dans les modeles de
souris prédispose les animaux aux cancers, principalement de I'épithélium vaginal,
de la peau et de l'estomac. Cependant, l'activité accrue de E2F1 peut entrainer
'augmentation de la transcription de p1l4ARF et donc l'inhibition de p53, contribuant

a la formation de tumeur (Pierce MA, et al, 1998).
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Les souris E2F1-/- montrent également un développement tumoral spontané, qui
semble étre spécifique de certains tissus. Les tumeurs les plus fréquentes sont les
hémi-angiosarcomes, les hépatocarcinomes et les tumeurs pulmonaires. Cette preé-
disposition a la formation de tumeurs est probablement due a la perte d'un point de
contrble de E2F1 et peut-étre causée par la réduction de I'expression des genes
cibles pro-apoptotiques, soutenant ainsi un réle de E2F1 plutdt dans la suppression

tumorale (Yamasaki L, et al, 1996).

Dans l'ensemble, ces résultats suggérent que la perte de l'activité de E2F1 facilite la
progression de la tumeur en réduisant l'apoptose cellulaire. En effet, il peut étre
approprié de considérer E2F1 comme une protéine impliquée dans certains points de
contrble du cycle cellulaire, la réparation de I'ADN et I'apoptose.

Des études basées sur des puces a ADN ont permis l'identification de génes cibles
de E2F1 dont la plupart sont impliqués dans la synthése de 'ADN (Ischida S, et al,
2001).

En plus des cyclines, E2F1 augmente l'expression des protéines MCM2-7, du
complexe Cycline E-CDK2, de la cycline A-CDK2. Autres composants du mécanisme
de réplication d’ADN montrés comme étant des cibles de E2F1, I'antigéne nucléaire
cellulaire de prolifération (PCNA), et la topoisomérase Il (qui soulage le super-
enroulement et le stress de la réplication) sont des cibles directes de E2F1 (Polager
S, et al, 2002).

De plus, la thymidine kinase (TK) et la dihydrofolate réductase (DHFR), cibles
directes d’E2F1, sont toutes deux des enzymes dont les produits précurseurs

nucléotidiques sont essentiels pour la réplication de I'ADN (Bandara RL, et al, 1993).

E2F1 régulera également d'autres facteurs de transcription, comme MYB, MYC et les
« TATA box binding protein » (TBP), créant ainsi une deuxiéme onde de transcription
requise pour la progression dans le cycle cellulaire. Il est intéressant de noter que
certaines cibles de E2F1 sont requises pour la phase G2 / M malgré le fait que E2F1
soit largement inactif a ce stade. Il a été suggéré que le remodelage précoce de la

chromatine par E2F1 pourrait faciliter une régulation ultérieure de ces géenes dans le
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cycle cellulaire, signifiant ainsi un role indirect pour E2F1 dans l'expression de ces

genes cibles (Ren B, et al, 2001).

2. E2F1 et contrOle de I'apoptose

E2F1 agit a travers plusieurs voies et mécanismes pour induire l'apoptose aprées des
dommages a I'ADN, de part la voie p53 et lI'induction de p73, ainsi que par la voie
apoptotique intrinseque (Philips CA, et al, 1999). Une étude récente suggere
également que E2F1 peut agir via PTP -PEST et SHP2 pour inhiber FAK, un facteur
clef dans les voies de survie PI3K et RAS / ERK42 (Morales DL, et al, 2012).

P73, une protéine qui est étroitement liée a p53, est une cible transcriptionnelle
essentielle d'E2F1 et un médiateur important de lI'apoptose induite par E2F1. Grace a
un certain nombre de génes cibles qui sont partagés avec p53, il peut favoriser une
transcription améliorée de plusieurs arréts apoptotiques, d'arrét du cycle cellulaire et
des genes cibles de réparation de I'ADN. Cependant, p73 peut également agir
indépendamment de p53, ce qui en fait un suppresseur de tumeur majeur dans les

cellules déficientes pour p53 (Irwin M, et al, 2000).

De maniére intéressante, E2F1 peut également réguler de maniére positive un
isoforme de p73 tronquée au niveau N terminale qui entrave ainsi l'activité de la
liaison a I'ADN de p73. Dans les cas ou cela se produit, la perte de la fonction p73 a
€galement montré une contribution & la résistance aux médicaments (Alla V, et al,
2012).

Ces exemples démontrent l'importance de l'axe E2F1-p73 dans la promotion de
l'apoptose. Dans un schéma identique, une étude récente a démontré que le
transporteur multi-viral ABCG2 est sous contrble transcriptionnel de E2F1, ce qui

contribue également & la chimiorésistance (Rosenfeldt MT, et al, 2014).

Enfin, la voie apoptotique intrinseque est médiée par des protéines situées au niveau

mitochondrial. Les protéines BCL-2, BCL-XL et MCL-1, séquestrent les protéines
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pro-apoptotigues BAX et BAK pour assurer la survie cellulaire. Cependant, les
protéines BH3-only (telles que BIM, NOXA et PUMA) sont mises en évidence lors du
stress cellulaire et libérent BAX/BAK. Ces derniers forment alors des oligoméres,
provoquant la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et la
libération du cytochrome c dans le cytosol. Le cytochrome c active I'APAF1 et
déclenche la formation de l'apoptosome, entrainant une auto-activation de la
caspase-9 et l'initiation de la cascade des caspases. Cette série d'événements méne

finalement a I'apoptose cellulaire (Tait S, et al, 2010).

E2F1 et p73 régulent plusieurs protéines dans cette voie, y compris BIM et NOXA.
Cette double régulation en amont des protéines BH3-only par E2F1 et p73 est
probablement nécessaire pour que les cellules s'engagent pleinement dans
l'apoptose, en perturbant ainsi I'équilibre des protéines pro-apoptotiques et anti-
apoptotiques au niveau de la mitochondrie, et marguant ainsi un «point de non

retour» (Zhao Y, et al, 2005).

Pour conclure, E2F1 augmente également la transcription de APAF1, des caspases
3 et 7 ainsi que de SMAC/DIABLO, qui sont également libérés des mitochondries
aprés permeéabilisation de la membrane externe ciblant ainsi les IAP (inhibiteurs de
I'apoptoses) afin de permettre la dégradation protéasomale de ces derniers (Muller
H, et al, 2001) (Figure 13).
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Figure 13 : Représentation de la voie pro apoptotique induite par E2F1
E2F1 va conduire a I'apoptose via plusieurs voies et mécanismes indépendants : via
la voie p53, mais également via la voie p73 ou encore la voie apoptotique dite
intrinséque et médiée par les caspases (adapté de Moshari S, et al, 2017).

I1l. E2F1 et ses réles métaboliques

En plus de son réle important au niveau du cycle cellulaire, E2F1 a également été
décrit comme ayant un réle métabolique important. En effet, une délétion génique
d’'un, des deux ou des 3 activateurs canoniques des E2F, a pu montrer que E2F1
posséde un réle métabolique marqué, en plus de son réle prolifératif (Wenzel PL, et
al, 2011). A Tlinverse, les effets prolifératifs, en I'absence de E2F1, seront, eux,

compensés par E2F2 et E2F3.

Les souris E2F1 -/- ont été générées pour la premiére fois en 1996, dans un contexte
d’étude du cancer. Ces souris ont montré dans un premier temps, un exces de
lymphocytes T, une atrophie testiculaire ainsi que le développement de hombreuses
tumeurs (Yamasaki L, et al, 1996).

Cependant, de maniere intéressante, I'étude de ce modele a permis de mettre en
évidence la répression transcriptionnelle de I'activité de E2F1 via PPARy et C/EBP
(CCAAT/enhancer binding proteins). Cette répression conduit a une sortie du cycle
cellulaire et & I'entrée en phase de différenciation de certains tissus, tel que le tissu
adipeux (Porse BT, et al, 2001) (Altiok S, et al, 1998) (Fajas L, et al, 2002).
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Des études plus récentes ont permis de montrer le réle de E2F1, au niveau du

muscle, du tissu adipeux brun, du foie, et enfin du cerveau (Figure 14).

Pancreas

= |nsulin secretion
Liver = B cell size
* Gluconeogenesis = B cell function
* Lipogenesis = B cell number

= Cholesterol homeostasis

Brown adipose tissue, muscle White adipose tissue

= Oxidative metabolism = Adipogenesis
* Thermogenesis . Glucose uptake
* Mitochondrial biogenesis = Browning process

Figure 14 : E2F1 et ses rbles métaboliques. Le facteur de transcription E2F1 va jouer des roles
métaboliques marqués, dans le foie, le pancréas, le tissu adipeux brun, mais également au sein du
muscle et du tissu adipeux blanc.

1. Réle de E2F1 au niveau du muscle et du tissu adipeux brun

Au niveau du muscle, et du tissu adipeux brun, E2F1, en conditions basales, réprime
les génes clés qui régulent I'noméostasie énergétique et les fonctions
mitochondriales. Par conséquent, les souris E2f1l -/- présentent un phénotype
oxydatif marqué. Dans ce sens, une association entre E2F1 et pRb est nécessaire
pour la répression des génes impliqués dans le métabolisme oxydatif. Cette
répression est atténuée dans un modeéle ou l'adaptation a la demande d'énergie est
nécessaire (mise a jeun, mise au froid). Ainsi, E2F1 permet de passer du
métabolisme oxydatif au métabolisme glycolytique suite a des conditions stressantes

(Blanchet E, et al, 2013). Cette augmentation du métabolisme oxydatif chez les
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souris E2F1-/- se traduit par une augmentation de la thermogenese ainsi que de
I'activité mitochondriale. En effet E2F1 va étre capable de contrdler directement la
transcription de genes comme PDK4, senseur nutritif important et permettant
linhibition de [l'oxydation du glucose via la phosphorylation de la pyruvate
déshydrogénase (Sugden et Holness, 2006). Enfin, E2F1 contréle également
directement l'expression de PGC1 «, un co-facteur crucial intervenant dans la
biogenése et la respiration mitochondriale, la phosphorylation oxydative et I'oxydation

des acides gras (Scime A, et al, 2005).

2. Roéle au sein du tissu adipeux

L'adipogénése est un systéme particulier, qui comporte deux événements majeurs: la
prolifération des préadipocytes et la différenciation des adipocytes (revue dans Fajas,
2003). Les deux processus sont étroitement régulés et les voies qui existent entre
ces derniers déterminent le phénotype adipocytaire final de la cellule.

Aprés plusieurs cycles d'expansion clonale, les cellules arrétent leur prolifération et
subissent une différenciation terminale des adipocytes. Une activité acrrue de E2F a
été observée pendant les étapes initiales de ce processus (Richon et al, 1997). Par
conséquent, l'expression des genes cibles classiques de E2F1 impliqués dans la
prolifération cellulaire, comme la cycline D1, la cycline E ou DHFR, sont augmentés

aux premiers stades de l'adipogénése (Reichert et Eick, 1999).

Le blocage de la réintégration du cycle cellulaire avec un inhibiteur de synthese
d'ADN empéche la différenciation des adipocytes, ce qui suggéere qu'une machinerie
active du cycle cellulaire est nécessaire pour le processus de différenciation (Richon
et al, 1997).

En plus de réguler I'entrée dans le cycle cellulaire au cours de la phase d'expansion
clonale, il a été démontré un réle indépendant d’'E2F1 dans l'adipogénése par la
régulation de I'expression de PPAR y (peroxisome proliferator activated receptor v ).
Ce dernier est le régulateur principal de la différenciation des adipocytes (Fajas L, et
al, 2002a). Ainsi labsence d'E2F1 empéche [l'adipogenése alors que sa

surexpression la stimule.
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Les E2F représentent donc le lien entre les voies de signalisation proliférative, le
déclenchement de I'expansion clonale et la différenciation des adipocytes terminaux

par la régulation de I'expression de PPAR v .

RB est un régulateur majeur de l'activité E2F1, et sa participation a l'adipogenése
pourrait donc étre considérée comme évidente. Il a été montré que RB a un rble
inhibiteur aux premiers stades de la différenciation des adipocytes, par la formation
d'un complexe incluant HDACS et inhibe ainsi I'expression génétique dépendante de
PPAR v et la différenciation des adipocytes (Fajas L, et al, 2002b). Les effets de la
cycline D3 sont indépendants du contréle de la prolifération ou de I'activité E2F1. Les
cyclines D3 régulent la masse du tissu adipeux grace a leur interaction directe avec
PPAR vy (Sarruf DA, et al, 2005). D'autre part, la cycline D1 semble avoir un role
négatif sur l'adipogenese ; elle va réguler négativement la différenciation des
adipocytes via PPAR vy par le recrutement de HDAC dans la région promotrice des
genes cibles de ce dernier (Fu M, et al, 2005).

Enfin, il est également intéressant d’étudier dans ce contexte, les régulateurs directs
du cycle cellulaire. En effet, des études d'association a I'échelle du génome (GWAS)
ont établi le locus CDKN2A/B en tant que point important influencant le risque
génétique dans différentes maladies cardio-métaboliques (Voight BF, et al, 2010).

Le locus CDKN2A humain code pour pl6INK4a une protéine inhibitrice de CDK
(CDKI) et la protéine régulatrice p53 p1l4ARF (p19ARF chez la souris), alors que le
géne CDKN2B code pour un autre CDKI, pl5INK4b. Les produits du locus
CDKNZ2A/B sont impliqués dans I'apoptose, la sénescence et le vieillissement. P16 et
pl5 sont des CDKi empéchant la liaison de CDK4/6 a Cycline D, p14ARF, lui, exerce
principalement son activité antiproliférative par l'inhibition de MDM2, une ubiquitine-
ligase qui module I'activité du suppresseur de tumeur p53 (Hannou SA, et al, 2015).
La voie CDKN2A/B va donc étre impliquée dans le métabolisme de plusieurs fagcons
et notament en agissant sur la différenciation des adipocytes (Svensson PA, et al,
2014).

Au cours de ma thése, j'ai également étudié le réle de ce régulateur au sein du tissu

adipeux. Ainsi, nous avons pu montrer que la déficience de CDKN2A protege les
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souris contre I'obésité induite par un régime riche en graisse, en augmentant les
dépenses énergétiques et la thermogenése, via I'amélioration de la sensibilité a
l'insuline. La déficience en Cdkn2a est associée a une augmentation de I'expression
de marqueurs de graisse brune / beige dans le tissu adipeux inguinal et améliore la
respiration des cellules adipeuses primaires. Cdkn2a va ainsi moduler les genes
impliqués dans la production d'énergie et le métabolisme lipidique, grace a
l'activation des voies de signalisation de la protéine kinase A (Pka), Ppargcla et
Prdm16, régulateurs clés du brunissement des adipocytes. (manuscript en annexe

de cette thése)

3. Role de E2F1 au niveau du foie

Au niveau du foie, l'utilisation de différents modéles de souris invalidées pour E2F1 a
permis de montrer que ce facteur intervenait principalement dans la régulation de la
glycolyse et de la lipogenése hépathique. En effet, E2F1 va contrbler directement
I'expression de facteurs de transcriptions comme ChREBP (carbohydrate-responsive
element binding protein) et SREBP-1c (sterol regulatory element binding transcription
factor 1c), ainsi que les enzymes de la lipogenése de novo tel que Fasn, Scdl ou
Acaca. (Fasn : fatty acid synthetase, Scd1 : stearoyl-CoA desaturase, Acaca : acétyl-
CoA carboxylase) (Denechaud PD, et al, 2016). Enfin, E2F1 participe également a
I’lhoméostasie du cholestérol au niveau du foie en régulant I'absorption du cholestérol
cellulaire via l'activation transcriptionnelle directe de PCSK9 (proprotein convertase
subtilisin/kexin 9), une enzyme qui favorise la dégradation des récepteurs des
lipoprotéines de faible densité (LDLR) (Lal Q, et al, 2017).

4. ROle de E2F1 au niveau du cerveau

Au niveau du cerveau, et en plus précisément au niveau de I'hypothalamus (centre
de controle de la satiété) un régime riche en graisse couplé a l'activation
pharmacologique de I'AMPK, induit la phosphorylation de RB et la dé-répression du

gene cible E2F1 dans les neurones ARC situés au niveau du noyau arqué. Au sein

50



de cette structure, la suppression de RB dans les neurones POMC (ayant une
fonction anorexigéne) induit la dé-répression de E2F1, la réintégration du cycle
cellulaire, I'apoptose et par conséquent un syndrome d’hyperphagie-obésité-diabéte.
Ces défauts peuvent étre corrigés par suppression combinée de RB/E2F1. En
revanche, la suppression de RB dans les neurones AGRP/NPY antagonistes
(orexigene) ne montre aucun effet. Ainsi, 'axe RB/E2F1 est décrit comme un
mécanisme de suppression de l'obésité dans les neurones ARC POMC (Lu Z, et al,
2013).

5. Réle de E2F1 dans le pancréas

La perturbation de E2fl a mis en évidence son role dans la régulation de
I'hnoméostasie du glucose. E2f1 va contrbler I'expression de précurseurs endocriniens
tels que Pdx1l et Ngn3, jouant ainsi un réle direct dans le développement
pancréatique (Kim and Rane, 2011). En effet, les souris E2f1-/- ont une diminution de
la taille du pancréas, en raison d'une diminution de la croissance pancréatique
postnatal.

D'autre part, E2F1 est également fortement exprimé dans les cellules 2
pancréatiques adultes, ce qui suggéere que, en plus de contréler le nombre de
cellules B , cette protéine a un réle dans la fonction des cellules 3 pancréatiques
(Fajas J, et al, 2004) (Annicotte JS, et al, 2009).

De plus, de maniére intéressante, les souris E2f1-/- montre une variation de la masse
des cellules endocrines, avec une diminution du nombre de cellules 3 pancréatiques
pour une augmentation concomitante du nombre de cellules «. Ces observations
suggerent une implication de la voie E2f1 dans le maintien d’identité ou dans la voie
de différenciation de ces cellules endocrines.

De plus, il a été récemment démontré, a la fois in vitro et in vivo, que E2F1 régule
directement I'expression de Kir6.2, un composant clé du canal KATP impliqué dans
la régulation de la sécrétion d'insuline induite par le glucose dans les cellules f
pancréatiques. L'expression de Kir6.2 est diminuée dans le pancréas de souris E2f1-

/-, ce qui entraine des défauts de sécrétion d'insuline chez ces souris (Figure 14).
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Dans cette étude il a été montré que l'activité transcriptionnelle de E2F1 est régulée
par le glucose et l'insuline a travers l'inactivation dépendante de CDK4 de la protéine
pRB (Annicotte JS, et al, 2009).

Ces effets sont spécifiques a E2F1, alors que I'expansion des cellules 3 peut étre
compensée par E2F2. Les souris double mutantes pour E2f1/E2f2 présentent un
diabete d0 a un défaut d’insuline. En effet, tandis que E2F1 va étre responsable des
effets métaboliques, E2F2 va compenser les effets prolifératifs en absence de E2f1
(Iglesias I, et al, 2004) (Li FX, et al, 2003).

Les effets prolifératifs et métaboliques de l'insuline sur les cellules 3 semblent étre
médiés par une augmentation de l'activitté CDK4 et donc de lactivité
transcriptionnelle de E2F1 subséquente. Cela suggére également que la prolifération
cellulaire et les réponses métaboliques sont intimement liées et régulées par les
mémes facteurs en amont. En accord avec cette hypothese, les souris transgéniques
caAKTTg qui sur-expriment spécifiguement une forme constitutivement active d'Akt
dans les cellules 8 montrent une plus grande masse de cellules 3 et une
augmentation du taux de prolifération avec pour conséquence une augmentation de
la taille des cellules f. Fait intéressant, ces effets sont abrogés lorsque des souris
sont élevées dans un fond génétique CDK4 -/- démontrant que I'AKT induit la
prolifération des cellules B d'une maniére dépendante de CDK4 (Fatrai S, et al,

2006).

La voie qui méne a l'activation du Cdk4-RB-E2F1 est cependant encore inconnue.
Une hypothése pourrait conduire a la voie mTOR, essentielle a la transduction des
sighaux de disponibilité des éléments nutritifs (Wullschleger S, et al, 2006). De
maniére intéressante, le phénotype métabolique des souris E2F1-/- rappelle le
phénotype des souris portant des mutations inactivantes pour le substrat mTOR
S6K1 (Aguilar V, et al, 2007) (Um SH, et al, 2004).

Pour disséquer précisément les mécanismes de cette voie au sein du pancréas,
compte tenu des nombreux effets sur les tissus périphériques, il serait crucial

d’effectuer la délétion spécifique d’E2F1 au sein de la cellule 3 afin de discerner les
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effets propres a ce dernier. Le pancréas est un organe clé dans I'apparition du DT2
étant donné qu’il est le seul organe du corps humain possédant des cellules
sécrétrices d’'insuline ; les cellules 3 pancréatiques. E2F1 pourrait donc ainsi

apparaitre comme un acteur clé dans I'apparition de la maladie.
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IV. Objectifs de mon travail de thése

Comme décrit précédemment, le dysfonctionnement des cellules 3 joue un réle
majeur dans la pathogenése du DT2. La restauration de la masse et de la fonction
des cellules 3 est donc devenue un domaine de recherche intensif. Ainsi les
phénomenes de dédifférenciation des cellules 3 et/ ou la transdifférenciation dans
des sous-types cellulaires alternatifs représentent des mécanismes clés contribuant
a la perte de l'identité des cellules 3 et de la défaillance de ces cellules pendant le
DT2. Des données préliminaires du laboratoire ont démontré une diminution de la
masse de cellules § et une augmentation concomitante du nombre de cellules «

chez les souris déficientes pour le régulateur du cycle cellulaire E2f1.

Le but de ce travail était donc de comprendre le réle joué par E2F1 dans la plasticité
et 'adaptation des cellules 3. Nous avons émis I'hypothése que la perte spécifique
de I'expression ou de l'activité d'E2F1 pourrait contribuer au dysfonctionnement des
cellules [ pancréatiques entrainant un défaut de sécrétion d'insuline par
dédifféerenciation des cellules j, favorisant ainsi la sensibilité au DT2. Dans ce
sens, I'objectif de ce travail était de décoder la fonction cellulaire spécifique d'E2f1 et

ses mécanismes sous-jacents dans les cellules 3 pancréatiques.

Pour répondre a ces questions, nous avons développé des modéles de souris
déficientes pour E2f1 spécifiguement dans la cellule 3, effectué des expériences de
tracage in vivo de ces cellules et enfin généré un modéle de surexpression
spécifiqgue de E2F1. Des études fonctionnelles (utilisant des lignées de cellules 3 de
rongeurs ainsi que des Tlots isolés) ont été utilisées pour disséquer les mécanismes

régulés par E2F1 impliqués dans le contrdle de l'identité des cellules S .
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V. Matériel et Méthodes

[. Anticorps

Les anticorps anti-INS (ab7842), anti-glucagon (ab11909), anti-EF21 (KH95) ont été
fourni par Abcam. L’anticorps anti-E2F1 (clone C20, pour immunofluorescence et
pour ChIP) ainsi que anti-actine (sc-1616) proviennent de Santa Cruz, les anti-IgG
(ab37415 ChIP grade) de Cell Signaling. L’anticorps anti-ARX nous a été donné par
le Dr. P Collombat.

Il. Expérimentations animales

Les souris ont été maintenues en élevage conformément aux directives de I'Union
Européenne relatives a l'utilisation d'animaux de laboratoire. Toutes les expériences
in vivo ont été effectuées conformément aux directives éthiques francgaises pour les
études d'animaux expérimentaux (accord de ['établissement n°A59-35015,
Autorisation pour I'expérimentation animale n°59-350294, approbation du projet par
notre comite éthique local Nn°CEEA 482012 et 492012 puis des dossiers APAFIS par
le Ministere de [I'Education Nationale, de I'Enseignement supérieur et de la
Recherche en 2017).

Les souris E2f1 floxées (E2f1-??) ont été générées par recombinaison homologue
dans des cellules souches embryonnaires 129Sv (ES). Le caryotype a été vérifié et
plusieurs clones de cellules ES correctement ciblés ont été injectés dans des
blastocystes de fond génétique C57BL/6J. Ces blastocystes ont été transférés dans
des femelles pseudo-gestantes, entrainant une descendance chimérique qui a été
accouplée a des souris femelles C57BL/6J exprimant la recombinase Flp sous le
contréle du promoteur du cytomégalovirus (Rodriguez et al, 2000). Les descendants,
qui ont transmis l'allele muté, dans lesquels le marqueur de sélection a été excisé, et

L2/WT
1

qui ont perdu le transgene Flp (souris E2f ) ont été sélectionnés et rétro-croisés

L2/L2
1

pendant plus de dix générations avec des souris C57BL/6J. Les souris E2f ont

ensuite été accouplées avec des souris portant le promoteur d'insuline Il de rat (RIP)-
Cre (Herrera, 2000) puis ensuite inter-croisées pour générer des souris RIPcre'° /

E2f1-?> mutantes pures.
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Les souris surexprimant la forme humaine de E2f1 dans la cellule R (E2f1°*"®®) sont
issus de Grouwels, et al, 2010. Les souris possédant le promoteur de l'insuline de rat
(RIP)Cre ont été croisées avec des souris R26E2F1 possédant la cassette
d’expression conditionnelle Rosa26-loxP-LacZ-loxP-hE2F1 (Scheijen B, et al, 2003).
Les souris hétérozygotes ont été croisées afin d’obtenir des souris homozygotes
RIPcre transgénique R26E2F1. Les souris simple et double transgéniques sont des
souris issues d’'une méme portée.

Toutes les expériences ont été réalisées avec des souris males. Les souris ont été
placées sous un cycle de lumiere / obscurité de 12 heures et ont recu une nourriture
d’entretien (A04; Safe). Des expériences de phénotypage métabolique ont été
effectuées selon les protocoles EMPRESS. Les tests intra-péritonéaux (ipGTT) et
oraux de tolérance au glucose (OGTT) et a l'insuline (ITT) ont été effectués comme
décrit précédemment (Annicotte et al, 2009) sur des animaux adultes mis a jeun 16
heures pour l'ipGTT et TOGTT et 5 heures pour I'I'TT.

Les mesures de glycémie a été réalisées avec un Accu-Check Performa (Roche
Diagnostics). Les niveaux d'insuline circulant ont été dosés avec le kit ELISA

Ultrasensitive Insulin (Mercodia).

I1l. Immunofluorescence, Immunohistochimie et Morphométrie

L'immunofluorescence et l'immunohistochimie ont été réalisées comme décrit
précédemment (Annicotte et al, 2009, Blanchet et al, 2011). Les tissus pancréatiques
ont été fixés dans du formol a 10%, incorporés dans de la paraffine et sectionnés a 5
pm. Les tissus pancréatiques issus des souris Tomato ont été fixés dans du formol
10% et incorporés dans de I'OCT et sectionnés a 10 um.

Pour les analyses de microscopie par immunofluorescence, aprés le démasquage
d'antigéne en utilisant un tampon citrate, des coupes pancréatiques fixées au formol
de 5 um ont été incubées avec les anticorps indiqués.

La coloration par immunofluorescence a été révélée en utilisant des anticorps
secondaires Alexa (Life Technologies) conjugués a la fluorescéine-isothiocyanate

anti-lapin (pour E2F1) ou Alexa anti-cochon d'inde (pour la coloration de l'insuline), et
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enfin un Alexa anti-souris (pour le glucagon) Les noyaux ont été colorés avec le
Hoechst.

Pour l'analyse morphométrique, cing a dix animaux de chaque génotype ont été
analysés et les images ont été traitées et quantifiées a l'aide du logiciel ImageJ par
un expérimentateur en aveugle. Les sections de pancréas humains ont été obtenues

chez Biochain.

IV. Etudes sur flots pancréatigues isolés

Le tissu pancréatique humain a été récolté a partir de donneurs humains adultes non
diabétiques ou DT2. L'isolement et la culture des filots ont été réalisés comme décrit
préecédemment (Kerr-Conte et al., 2010). Concernant les études sur les flots de
souris, les pancréas ont été digérées par collagénase de type V (C9263, 1,5 mg / ml)
pendant 10 minutes a 37°C selon le protocole établi au laboratoire (Annicotte et al.,
2009). Apres digestion et séparation dans un milieu a gradient de densité, les ilots
sont purifiés et récupérées a la main sous un macroscope.

Pour les tests de sécrétion d'insuline, environ 30 ilots sont exposés a 2,8 mM ou a 20
mM de glucose dans du tampon HEPES de bicarbonate de Krebs-Ringer contenant
0,5% de BSA sans acide gras. L'insuline libérée aprés 1 heure d’incubation en
glucose 20mM est mesurée en utilisant le kit ELISA Ultrasensitive Insulin (Mercodia).
Les données sont exprimées en pourcentage du contenu total en insuline.

Pour I'ARNm et la quantification des protéines, les flots sont isolés comme décrit ci-

dessus et congelés instantanément pour un traitement ultérieur.

V. Culture cellulaire, transfections, infections lentivirales et traitements
pharmacologiques.

Les cellules Min6 ont été cultivées dans du DMEM (Gibco) avec 15% de sérum bovin
foetal, 100 mg/ml de pénicilline-streptomycine et 55 mM de 3-mercaptoéthanol. Les
cellules ont été transfectées avec le siRNA ciblant E2f1 ON-TARGETplus
SMARTpool (Thermo Scientific) et du siRNA controle murin en utlisant le

Dharmafectl (GE Dharmacon).
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Les ilots de souris et les cellules Min6 ont été traités comme décrit précédemment
(Wali et al., 2014) avec HLM (10 x M) pendant 48 heures. La transfection transitoire
a été réalisée a l'aide de Lipofectamine 2000 (Life Technologies) suivant les
instructions du fabricant.

Pour les infections lentivirales, les Min6 sont infectées a I'aide de I'hexadimethrine
bromide (8 x g/mL) par des particules lentivirales contenant des shRNA (short hairpin
RNA) contréle ou ciblant E2F1 murin (MISSION SHCO0002V ; MISSION shRNA —
E2F1, SIGMA). 2 clones ont été testés, ciblant chacun une séquence différente du
gene E2F1. 48h apres infection, les cellules sont sélectionnées a la puromycine afin
d’obtenir une expression stable des shRNA.

Les analyses de Luciferase ont été effectuées 48 heures apres la transfection et
normalisées a l'activitt de la [ -galactosidase. Les données expérimentales
présentées sont issues de moyennes d'au moins trois expériences experimentales

indépendantes.

VI. Immunoprécipitation de la chromatine.

Les cellules sont fixées par traitement & 37°C pendant 10 minutes avec une solution
contenant 1% de formaldéhyde. La fixation est stoppée par ajout de glycine 0,125M.
Aprés lyse cellulaire, la chromatine est fragmentée en utilisant le Bioruptor 200
(Diagenode)

La chromatine purifiée est placée dans 100 uL de tampon de dilution

et incubée dans 1-3ug d’' IgG (mouse IgG, sc-2025, vector labs, contrble négatif),
mock (tampon de lyse uniguement), d’anti acétyle lysine ou

d’anticorps anti-E2f1 sur la nuit. L’ADN est ensuite purifié sur colonne a l'aide du kit
NucleoSpin Gel and PCR clean up (Macherey Nagel) puis des analyses en gPCR

sont réalisées.

VII. Analyse d’expression génigue

L'ARN total a été extrait de cellules et de tissus en utilisant le réactif TRIzol (Life

Technologies) comme décrit précédemment (Annicotte et al, 2009; Blanchet et al,
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2012). L'expression de 'ARNmM a été mesurée apres transcription inverse et gPCR
en temps réel a l'aide du FastStart SYBR Green master mix (Roche) selon les
recommandations du fabricant et les oligonucléotides spécifiques du gene.

Les résultats de gPCR de la souris ont été normalisés aux niveaux d'ARNm de la
cyclophiline endogéne, et les résultats humains ont été normalisés a la protéine de
liaison a la boite TATA (TBP). Les résultats sont exprimés en tant que niveau relatif

d'’ARNm du géne spécifique via la formule 22,

VIIl. Extraction des protéines et analyse par immuno-blots

L'immunoblot a été réalisé comme décrit précédemment (Blanchet et al, 2012). Les
cellules sont lavées a l'aide de PBS froid et la lyse est effectuée en utilisant 50 mM
de Tris-HCI (pH 8), 137 mM de NaCl, 10% de glycérol, 1% de NP-40 ainsi que des
inhibiteurs de phosphatase, de protéaseset et de désacétylase (Sigma-Aldrich) sur
glace . Le Western Blot est effectué en utilisant 40 n g de protéines chargées sur un
gel préfabriqué SDS-PAGE (Bio-Rad). Apres I'électro-transfert, la membrane est
bloguée pendant 1 heure a température ambiante avec du lait non gras 5% dans du
tampon Tris-Tween (TTBS) a 0,1%. Les membranes sont ensuite incubées pendant
une nuit a 4 ° C avec les anticorps primaires dans un tampon de blocage contenant
5% de lait non gras a la dilution spécifiée par les fabricants.

Les membranes sont ensuite incubées avec l'anticorps secondaire conjugué a
'enzyme de la peroxydase. La visualisation des bandes immuno-réactives est
réalisée en utilisant le systeme de détection de la chimio-luminescence plus Western
Blot (GE Healthcare).

La quantification de l'intensité du signal protéique est effectuée par densitométrie

volumique a l'aide du logiciel ImageJ 1.47t (NIH).

IX. Données sur I'expression des Tlots humains et études de corrélation

Pour identifier les ensembles de données transcriptomiques a partir des flots
pancréatiques humains, l'analyse GEO du NCBI est effectuée en utilisant " islet

humain T2D " comme mots-clés et filtrée avec " Datasets' Trois ensembles de

données ont été obtenus et deux ont été sélectionnés en fonction du nombre plus
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élevé d'échantillons (GEO: GSE88778; Van Der Meulen T, et al, 2017; et GEO:
GSE20966; Marselli et al, 2010). Les jeux de données ont été téléchargés a partir du
GEO et analysés avec Gene Set Enrichment Analysis (GSEA;
http://software.broadinstitute.org/gsea/) comme décrit précédemment (Ryu et al,
2014).

X. Analyses statistigues

Les données sont présentées sous la forme de moyenne +* SEM. Les analyses
statistiques ont été effectuées en utilisant un test de Student, un ANOVA one-way
avec une correction de Bonferroni, ou un ANOVA two-way avec correction de
Bonferroni, selon les cas, a I'aide du logiciel GraphPad Prism. Les différences sont
considérées statistiqguement significatives a p <0,05 (* p <0,05, ** p <0,01, et *** p
<0,001).
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VI. Résultats

|. Partie 1: E2F1 permet le maintien d’identité de la cellule 8 pancréatigue.

Des travaux précédents du laboratoire ont été effectués sur un modéle de souris
d’inactivation globale pour E2f1. Suite a des expériences d’immuno-histochimie (IHC)
de marquage des cellules insuline® et glucagon®, nous avons démontré que ces
souris possédaient un ratio de cellules endocrines modifié avec une diminution du
nombre de cellules insuline® et une augmentation du nombre de cellules glucagon®
(Figure 15A,B). Ce résultat a également été confirmé dans un modele de souris

diabétiques Db/Db (Figure 15C) ou I'expression de E2f1 a été invalidée (Figure 15D).
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Figure 15: L’invalidation d’E2F1 conduit a une variation du pool des cellules
endocrines. IHC sur les souris invalidées pour E2F1, l'insuline est marquée en
rouge et le glucagon en vert (A) Quantification des cellules insuline” et glucagon®
dans le modele E2F1-/- (B). IHC sur les souris invalidées pour E2F1, I'insuline est
marquée en rouge et le glucagon en vert, dans un fond génétique db/db (C)
Quantification des cellules insuline™ et glucagon® dans le modéle db/db E2F1-/- (D).

Ces observations tendent & montrer un réle pour E2f1 dans le devenir des cellules
endocriniennes ou le maintien de leur identité. Ainsi afin de s’affranchir des effets liés

a l'invalidation globale d’E2f1 au sein de I'ensemble des organes périphériques, et
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comprendre le role précis d’E2f1, lI'invalidation spécifique de ce facteur au sein de la

cellule R a été effectuée chez la souris.

1. Les souris déficientes pour E2F1 spécifiquement dans la cellule £
pancréatique (E2F1 £ -/-) montrent un défaut fonctionnel du
pancréas.

Aprés vérification de l'invalidation spécifique de E2F1 dans notre modele (Figure
16A), des tests métaboliques ont été effectués afin d’étudier le lien entre E2F1 et
’lhoméostasie du glucose.

L’invalidation de E2fl dans la cellule B pancréatique entraine une intolérance au
glucose (Figure 16B), sans différence significative de la glycémie a tO aprés 16h de
jetne (Figure 16C). Cette gluco-intolérance est corrélée a une incapacité de ces
souris a sécréter de l'insuline aprés 30 minutes aprés un bolus de glucose (Figure
16D). Les souris E2F1 3 " ne montrent pas de différence significative de la sensibilité

a l'insuline en comparaison aux souris contréles (Figure 16E).
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Figure 16 : Les souris E2F1 8 " montrent un défaut fonctionnel des cellules 8.
PCR quantitative sur les différents tissus issus des souris E2F1 87 (A). IPGTT suite
a l'injection d’'une solution glucosée a raison de 2g/kg (B). Glycémie des différents
modéles murins aprés 16h de jelne, correspondant a la glycémie t0 post IPGTT (C).
Dosage de l'insuline sérique murine a t0 et t30 issue de I'PGTT (D). Test de
tolérance a 'insuline, injection d’'une solution d’insuline & 0,75U/kg (E).

Suite & I'apparition d’'un phénotype marqué chez les souris E2F1 8 7 lié & un défaut
fonctionnel du pancréas, l'invalidation génique de E2F1 a été effectué dans une ligne
cellule B pancréatique (Min6) afin de décrypter les différents liens moléculaires

sous-jacents.
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2. L’invalidation de E2F1 dans la lignée cellulaire Min6 montre une
régulation directe de E2F1 sur le facteur de transcription spécifique
des cellules a pancréatique Arx.

Une premiere approche d’invalidation de E2F1 dans la lignée Min6 a été effectuée
par transduction de particules lentivirales contenant une construction « short
hairpin » dirigée contre E2f1 (shE2fl) et une construction contrble (shcont) puis
création d’'une lignée stable invalidée pour notre gene d’intérét. Au niveau génique,
linvalidation d’E2f1 va conduire a une diminution de I'expression des genes
nécessaires au le maintien de I'identité de la cellule B tels que Ins, Pax4 ou encore
Nkx2.2 (Figure 17A). De maniére surprenante, l'invalidation de E2f1 va conduire a la
réexpression dans la lignée B Min6 du géne spécifique de la cellule a, Arx (Figure
17B). Ces observations sont confirmées au niveau protéique par Western Blot
(Figure 17C). Enfin, pour confirmer la perte de fonction précédemment observée
chez la souris, une expérience d’insulino-sécrétion en réponse au glucose (GSIS) a
été effectuée. On constate I'incapacité de nos cellules a sécréter de l'insuline en
condition haut glucose, en comparaison au cellules contrdles, et confirmons ainsi le

phénotype murins (Figure 17D).

Dans un second temps, afin de confirmer ces observations in vitro, deux autres
méthodes visant a diminuer I'expression de E2F1 furent utilisées. La premiere, via
l'utilisation d’un siRNA dirigé contre notre gene d’intérét démontre une augmentation
de I'expression d’Arx suite a la diminution concomitante d’expression de E2F1 dans
notre lignée Min6, confirmant les résultats précédents (Figure 17E).

Enfin, l'utilisation d'un inhibiteur dirigé contre E2F (Ma Y, et al, 2008) montre
également un effet de dé-répression d’Arx au sein de ces cellules 8 murines (Figure
17F), ainsi qu'une perte de leur fonction sécrétoire (Figure 17G). L’'ensemble de ces
résultats converge donc vers I'hypothése que la diminution de I'expression d’E2F1
dans la cellule B pancréatique murine conduit & une augmentation de I'expression
d’Arx. Afin de déterminer si E2F1 peut réguler directement I'expression d’Arx au
niveau de son promoteur, des expériences de transfection transitoire utilisant le géne

de la luciferase cloné en aval du promoteur d’Arx (Arx-luc) ont été effectuées.
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Nos résultats montrent que la transfection transitoire de I'hétérodimére E2F1/DP1
entraine une augmentation de I'activité du promoteur Arx-Luc, et que la transfection
de cet hétérodimere associée a celle de pRb conduit a la répression de l'activité Arx-
luc (Figure 17H). On peut donc déduire que E2F1 est capable de moduler

directement l'activité du promoteur d’Arx et d’en réguler I'expression.

Pour confirmer cette observation, des expériences dimmunoprécipitation de la
chromatine (ChIP) ont été réalisées dans la lignée Min6. On constate ainsi une
fixation de E2F1, mais également de son répresseur pRb, sur le promoteur d’Arx
(Figure 171). On peut donc en conclure que le complexe E2F1/pRb se fixe au

promoteur d’Arx dans la cellule Min6, permettant ainsi sa répression.
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Figure 17 : In vitro E2F1 contrdle de maniere directe I’expression d’Arx. PCR
quantitative suite a l'invalidation de E2F1 par shRNA dans la lignée Min6 (A,B).
Western blot sur la lignée stable shE2F1 (C). GSIS sur la lignée shE2F1 (D). PCR
quantitvative suite a I'invalidation de E2F1 par siRNA dans la lignée Min6 (E). PCR
quantitative suite a l'utlisation d’un inhibiteur d’E2F sur la lignée Min6 (F). GSIS sur la
lignée Min6 traitées a l'aide de l'inhibiteur E2Fi (G). Test de luciférase couplé au
promoteur d’Arx, suite a la transfection de plasmide contenant, E2F1, DP1 et pRb
(H). ChIP sur la lignée Min6 aprés immuno-précipitation d’E2F1 et de pRb (I).
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Afin d’étudier le role de E2F1 dans le maintien de la répression d’Arx au sein de la

cellule g dans un contexte in vivo, des études ont été menées dans notre modele

murin E2F1 8 ™.

3. Les souris E2F1 £ montrent une diminution importante de
I'expression des genes spécfiques de la cellule £ ainsi qu’un
changement morphologique au sein de I'lot.

Les flots de nos souris E2F1 3 -/- ont été isolés, permettant I'étude de I'expression
des différents génes importants pour l'identité. Ainsi, on constate au sein de l'llot de
ces souris, une diminution des genes de l'identité de la cellule S tels que Pdx1 ou

Pax4 (Figure 18A) ainsi qu’une augmentation d’Arx (Figure 18B).

Cette variation génigque au sein de I'llot va entrainer une variation du nombre de
cellules endocriniennes. En effet, aprés IHC sur les souris E2F1 37", on constate une
diminution des cellules insuline® pour une augmentation des cellules glucagon®
(Figure 18D). De plus, ces cellules glucagon® additionnelles vont venir s’immiscer au
centre de I'ilot, ce qui représente un changement morphologique important. En effet,
chez la souris, les cellules a glucagon sont normalement cantonnées a la périphérie
de Illlot (Figure 18C). A noter également que cette modification de la masse
endocrine n'a pas d’'impact sur la taille de I'llot et sur le nombre total de cellule qui le

compose (Figure 18E).
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Figure 18: In vivo, l'invalidation d’E2F1 conduite a un changement de la
masse endocrine ainsi qu’a une modification de la morphologie de I'llot. PCR
quantitative sur les flots isolés des souris E2F1 87 (A, B). IHC sur les souris E2F1 8"
F . les cellules insuline® sont marquées en rouge, les glucagon® en vert (C).
Quantification des cellules insuline” et glucagon® au sein de I'llot (D). Quantification
du nombre de cellules au sein de I'llot dans les différents modéles (E).
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4. L'utilisation d’'un inhbiteur d’E2F in vivo, confirme les effets
observées chez les souris E2F1 8.

Afin de confirmer les résultats précédents, l'inhibiteur d’'E2F (E2Fi) a été utilisé et des
souris sauvages ont été traitées a raison de 50mg/kg durant 14 jours par injection
intra-péritonéale.

L'étude génique et protéique des Tlots isolés des souris traitées a I'E2Fi montre une
augmentation d’Arx comme observé précédemment (Figure 19 A,B).

De plus, des expériences d'I[HC montre que la diminution d’expression d’E2F1
conduit & une augmentation du nombre de cellules glucagon® ainsi qu'a un
changement de la morphologie de I'llot (Figure 19E), qui pourrait expliquer la gluco-
intolérance des souris traitées a I'E2fi (Figure 19D).

Enfin, ces observations concordent également avec la perte de la fonctionnalité des

cellules B aprés GSIS sur les lots isolés (Figure 19C).
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Figure 19 : L'utilisation de I'E2Fi chez la souris confirme le phénotype observé
dans les souris E2F1 8 . PCR quantitative sur les flots de souris traitées a 'E2Fi
(A). Western blot sur les ilots de ces mémes souris (B). GSIS sur les flots isolés de
ce souris (C). IPGTT sur les souris traitées ou non a I'E2fi a raison de 2g/kg de
glucose (D) IHC sur les pancréas de ces souris, les cellules insuline” sont en rouge,
les cellules glucagon® sont en vert (E).
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E2F1 semble donc jouer un réle important in vitro comme in vivo, dans le maintien de
la masse fonctionnelle de IMlot. Cependant, comme décrit précédemment, ces
variations de masse peuvent étre dues a deux phénomeénes distincts ; la trans-

différenciation ou la dédifférenciation.

Afin de tenter de répondre a cette question, des souris permettant le tracage
spécifique de la cellule 3 pancréatique (Rip-Cre Tomato®) ont été utilisées. Dans un
premier temps ces souris ont été traitées avec l'inhibiteur E2Fi. Dans un second

temps, ces souris ont été croisées avec nos souris d'intérét E2F1 8™,

5. Le tracage des cellules Zin vivo montre que l'invalidation d’E2F1
conduit a leur conversion en un autre type cellulaire.

Les souris Tomato”* vont donc ainsi nous permettre de définir le réle précis d’E2F1
dans le devenir de la cellule B . Afin d’obtenir un échantillon enrichie en cellules 3,
les Tlots de souris Tomato”* vont étre isolés, dissociés a l'aide de trypsine, puis
« FACS-sorted » en fonction de la présence ou non du fluorophore endogéne. Une
fois récupérés, les échantillons permettront I'étude des variations géniques (Figure

20A). Des parametres stricts ont été choisis afin d'éviter tout biais lié a l'auto-

fluorescence des lots et d’obtenir nos deux populations d’intérét (Figure 20B).

Afin de valider définitivement le modéle de tracage, des expériences d'immuno-
histochimie on été effectuées. On constate ainsi une co-localisation parfaite entre le
signal Tomato (ici en rouge) et celui de l'insuline. De plus, aucun co-marquage

n’'existe entre la Tomato et le glucagon (Figure 20C).

Ce modeéle validé, des Tlots pancréatiques de souris sauvages ont été isolés, puis
traités a I'E2fi durant 48h avant dissociation et tri cellulaire. On constate tout d’abord
I'efficacité du tri, avec un enrichissement majeur de I'expression de I'insuline dans les
échantillons Tomato”*, et a linverse, une absence de celle du glucagon. L’effet

miroir est observé pour les échantillons Tomato, correspondant aux autres types
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cellulaires présents dans IMlot et représentés majoritairement par les cellules «

(Figure 20D).

L'effet du traitement montre une diminution significative de Pax4 dans les cellules 3
pancréatiques, ainsi qu’'une augmentation significative de I'expression d’Arx. Il est
également intéressant de noter une augmentation de la Ngn3 dans ces mémes

échantillons suite au traitement avec I'E2Fi (Figure 20E).
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Figure 20: Validation du modéle Tomato ?*. Schématisation du processus
expérimental (A). Représentation graphique des populations « FACS-sorted » (B).
IHC sur des coupes pancréatiques de souris Tomato 5 (C). PCR quantitative sur les

échantillons 5" et 3 issus du tri (D, E).

Afin d’étudier précisément le changement d’identité de la cellule 3, les souris

Tomato 3 * sont croisées avec les souris E2F1 8 ™.
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Ainsi, par immuno-histochimie on confirme dans un premier temps l'augmentation
massive du nombre de cellule a dans I'llot pancréatique (Figure 21A). Le tragcage via
la Tomato nous permet également de constater la présence de cellules co-
marquées, correspondantes a un signal glucagon + (en vert) et Tomato + (en rouge,
Figure 21B). On peut donc déduire qu’un certain nombre de cellules a surnuméraires
proviedraient de cellules possédant précédemment l'identité 3.

TomatoB* E2f18* :: TomatoB*

E2f1B~ :: Tomatop+

Figure 21 : Les souris E2F1B-/- montre une transdifférenciation des cellules
vers a. IHC sur des coupes pancréatiques issus des souris Tomato 3 * et E2f1 37
Tomato 8. La Tomato apparait en rouge, le glucagon en vert (A). IHC sur des
coupes pancréatiques issus des souris E2f1 37 ::Tomato 8 *. La Tomato apparait en
rouge, le glucagon en vert, le jaune marque la co-localisation (B).

E2F1 entrainerait donc une trans-différenciation de certaines cellules. Comme décrit

précédemment, ce changement d’identité cellulaire est trés souvent associé a une
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modification des marques épigénétiques situées au niveau du promoteur de certains
genes clés.

De maniere intéressante, Arx est connu pour étre réprimé au sein de la cellule 3 par
hyper-méthylation de son promoteur. De plus, E2F1 est connu pour étre capable de
recruter un certains nombres de co-facteurs transcriptionnels, dont les protéines du

Polycomb tel que Ezh2, qui pourrait ainsi étre a I'origine de cette répression.

6. La déficience en E2F1 conduit & un changement épigénétique au
niveau du promoteur d’Arx conduisant a sa dé-répression au sein
de la cellule £.

Pour répondre a ces questions, des expériences de ChIP ont été réalisées au sein
de la lignée Min6, traitées ou non avec I'E2fi.

Ainsi, on constate la perte de la liaison d’'E2F1 au promoteur d’Arx en condition de
traitement avec linhibiteur (Figure 22A). De plus, cette perte de liaison va entrainer
me3

laugmentation de la marque activatrice HsK4
HsKo7™* (Figure 22B).

et réduire la marque inhibitrice
On peut donc en conclure que la perte de liaison d’'E2F1 au promoteur d’Arx va

conduire a un changement des marques d’histones traduisant une perte de sa

méthylation, qui pourrait étre a I'origine de sa ré-expression au sein de la cellule f3.
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Figure 22: La perte de liaison d’E2F1 au promoteur d’Arx entraine un
changement des marques épigénétiques. Chromatine-IP aprés IP de E2F1 au
niveau du promoteur d’Arx dans la cellule Min6 (A). Chromatine-IP aprés IP de
H3K,™® et H3K2,™2 au niveau du promoteur d’Arx dans la cellule Min6 (A).
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En conclusion, chez la souris, E2F1 va permettre de maintenir I'identité de la cellule
B en maintenant le facteur de transcription Arx, réprimé. Le maintien de ce statut va
se faire via le recrutement potentiel de plusieurs co-facteurs permettant la présence

des marques d’histones répressives.

7. L'utilisation de I'E2fi sur des Tilots isolés humains présente un
phénotype semblable a celui décrit chez la souris.

De maniére intéressante, il est important de noter que E2F1 est exprimé dans la
cellule 8 humaine mais qu'il nest pas présent dans la cellule « (Figure 23). Sa
présence dans I'llot est également confirmée au niveau protéique par western blot

(Figure 24A).

..
..
Figure 23 : E2F1 est retrouvé au sein de la cellule 3 et absent de la cellule «.

IHC sur des filots isolés humains. L'insuline est marquée en rouge, E2F1 en vert
(premier panel). Le glucagon est marqué en rouge, E2F1 en vert (second panel).
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Des flots humains de différents donneurs (une dizaine de donneurs ont été utilisés
durant cette étude) ont été traités avec I'E2fi. On constate une perte de fonctionnalité
de I'llot humain a sécréter de I'insuline en conditions haut glucose (Figure 24B).

De plus, le traitement conduit également & une diminution d’expression des différents
facteurs de l'identité de la cellule 8 tels que Pax4 ou Pdx1, ainsi qu'a 'augmentation
de I'expression d’Arx (Figure 24C).

Afin de comprendre si cette régulation est directement lié a I'expression de E2F1,
des expériences de ChIP ont été réalisées, comme précédemment. On constate
alors que E2F1 est capable de se fixer au promoteur humain d’Arx et que ['utilisation
de I'E2fi conduit a la diminution de cette liaison (Figure 24D). Cette perte de liaison
va résulter en une modification des marques d’histones liées au promoteur d’ARX

menant ainsi a son activation (Figure 24E).

Cependant, afin d’étre sar de la spécificité lié au phénotype observé a I'aide de I'E2fi,
des expériences de siRNA dirigé contre E2F1 ont été réalisées. On constate ainsi
gu'une extinction de 50% de l'expression d’E2F1 va permettre la diminution
significative de Pax4 et Pdx1 ainsi que 'augmentation d’Arx, confirmant nos résultats

précédents (Figure 24F).
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Figure 24: E2F1 est important pour maintenir l'identité B dans I'llot
pancréatique humain. Western-blot sur flots isolés issus de 2 donneurs différents
(A). GSIS sur ilots humains issus de 4 donneurs différents, traitées ou non a I'E2fi
(B). PCR quantitative sur ilots humains issus de 4 donneurs différents, traitées ou
non a I'E2fi (C). ChIP sur llots humains issus de 3 donneurs différents, traitées ou
non a I'E2fi (D, E). siRNA dirigé contre E2F1 sur ilots humains issus de 2 donneurs
différents (F).
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Afin de voir si ces changements d’expression ont une incidence sur la morphologie
de I'llot, des expériences d'immuno-histochimie ont été réalisées. Des ilots humains
ont été traités par 'E2Fi pendant 48h et des marquages ont été effectués (Figure
25A). On constate ainsi un changement du nombre de cellule insuline®, au profit du

nombre de glucagon® (Figure 25B).
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Figure 25: L’utilisation de I'E2Fi sur des filots humains entraine un
changement de la masse endocrine. IHC sur ilots humains issus de 6 donneurs

\

différents, traitées ou non a I'E2fi (A). Quantification des cellules insuline” et
glucagon® au sein de des ilots humains (B).

En conclusion, la perte d'expression d’E2F1 au sein de [Illot humain semble
reproduire le phénotype précédemment obtenu chez la souris. Afin d’étudier un
potentiel lien avec le développement du DT2, des marquages ont été effectués sur
des coupes pancréatiques issus de patients sains et diabétiques.

On constate une perte de la co-localisation entre E2F1 et I'insuline chez les patients
pathologiques (Figure 26A), Cette perte de co-localisation pourrait étre expliquée en

partie par les phénomenes précédemment décrits dans les ilots traités a I'E2fi.

De maniere intéressante, I'utilisation de données déja publiées (Taneera J, et al,
2012) (Marselli L, et al, 2010) a permis de montrer que les patients diabétiques
avaient une diminution de l'expression de E2F1 (Figure 26B). De plus, cette
diminution est retrouvée dans des échantillons enrichis en cellule 3 (Marselli L, et al,

2010) (Figure 26C).
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Figure 26 : E2F1 semble important dans le développement de la pathologie du
DT2. IHC sur coupes pancréatiques issues de donneurs sains et diabétiques,
BioChain (A). Etude des niveaux d’expression d’E2F1 chez des patients diabétiques
et sains issus du GSE38642 (B). Etude des niveaux d’expression d’'E2F1 dans des
échantillons enrichis en cellules 3 provenant de patients diabétiques et sains issus
du GSE20966 (C).

8. Conclusion et discussion

Ce travail a permis de montrer le réle important d’'E2F1 pour l'identité de la cellule S
pancréatique mais également I'importance des marques épigénétiques, clés dans le
maintien de la répression d’Arx. Ces résultats ont prouvé ce réle chez la souris mais
semblent également étre pertinent dans le développement du T2D chez I'Homme
(Figure 27).

Actuellement des expériences visant a I'étude de la prolifération et de I'apoptose des
cellules endocrines est en cours au sein de nos modeéles. De plus, compte tenu des
effets post-nataux d’E2F1, des souris déficientes inductibles sont en cours de

génération afin d’étudier les effets de la délétion aux différents ages de I'animal.
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De maniere intéressante, la temporalité semble en effet jouer un rble important. Dans
notre modeéle E2F1 3 7" le vieillissement a une incidence directe sur le phénotype.

En effet, le phénotype de notre modéle de souris semble étre plus marqué avec
'age : plus la gluco-intolérance augmente, plus 'augmentation du nombre de cellules

glucagon® semble étre importante.

De plus, il serait intéressant d’étudier la réversibilité du traitement de 'E2Fi dans nos
études humaines, mais les conditions expérimentales ne nous permettent pas de

garder les ilots humains viables durant plus de 5 jours.

Enfin, pour conclure cette partie sur la dé-différenciation et la trans-différenciation. Il
est a noter que dans tous nos modéles d’'invalidations pour E2F1, ainsi que lors des
traitements a I'E2Fi chez la souris ou I'Homme, le pourcentage de cellules perdant
leur identité reste identique. En effet, la modification du pool de cellule 3 varie
toujours dans une méme mesure, a savoir de I'ordre de 15 a 25%. Dans la littérature,
les travaux récents étudiant ces phénomenes tendent & montrer des changements
d’identité cellulaire également de I'ordre de 20% (Talchai C, et al, 2016) (Wang Z, et
al, 2014).

L'observation des différents sous type de cellules 3 semble démontrer que seulement
certaines d’entres elles pourraient étre enclin a se dédifférencier. Ce type de sous
population pourrait devenir un marqueur de souffrance pancréatiqgue, une phase
précoce de dédifférenciation pourrait marquer I'entrée en phase de pré-diabéte,

précédent le défaut fonctionnel de I'ensemble des cellules S .
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Figure 27 : Schématisation du réle d’E2F1 dans le maintien de I'identité de la
cellule B pancréatique chez la souris et 'Homme.
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II. E2F1 contrble I'expression du récepteur au GLP1 (GLP1-R) au sein de la
cellule B pancréatique en réponse a son environnement.

Il a été montré dans une précédente étude que les patients atteints de DT2
présentent une diminution de I'expression d’E2F1 au sein de I'llot. De plus, cette
méme étude a montré que le traitement des flots de ces patients a l'aide d'un
agoniste du Glpl, 'exendine 4 (ou exenatide), en 48h, permettait de retrouver un
niveau quasi basal d’expression d’E2F1 accompagné d'une amélioration de la
fonction B pancréatique (Lupi R, et al, 2008).

Dans un méme temps, il a été montré que la déficience en Glp1-R dans des modéles
murins conduisait & un changement architectural de [I'flot avec une présence
anormale de cellules « au centre de I'llot (Ling Z, et al, 2001) De plus, une étude a
montré que le GLP1 possédait des effets sur la maturation post-natale des filots
pancréatiques et que la déficience de son récepteur menait a une hyperplasie des
cellules o (Kedees MH, et al, 2009).

Ainsi, ces nombreux effets présentent de nombreux points communs avec le role
métabolique d’E2F1 précédemment décrit. De plus, les souirs E2f1 87 présentent
des similitudes au niveau phénotypique (tels que la morphologie de [Ilot et
'augmentation du nombre de cellules «) communes a celles retrouvées chez les
souris GIplR™. Cependant, peu de choses sont connue sur la compréhension du
fonctionnement des agonistes du Glpl ou sur le mécanisme d’expression du Glp1-r.

Il semble intéressant de comprendre si E2F1 peut jouer un réle dans la régulation de
I'expression du GLP1-r ou encore dans la réponse de la cellule 3 lors de traitement

par les agonistes du Glp1l.
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1. La diminution de I'expression d’E2F1 entraine la diminution du
GLP1-R ainsi que la perte des effets de I'exendine-4 au sein de
I'flot pancréatique humain.

Pour vérifier notre hypothese et corroborer les observations faites par I'équipe du Dr
Marchetti (Lupi R, et al, 2008), des 1lots humains, traités ou non avec I'E2fi, ont été

utiisés.

On observe ainsi que les flots traités via notre inhibiteur vont présenter une
diminution de I'expression du GLP-1R (Figure 28A).

De plus, la diminution d’expression du GLP1-R est associée a une perte de
potentialisation des effets liés a I'exendine-4 sur la sécrétion d’insuline. En effet, cet
agoniste GLP1 va permettre, en condition contrdle, d'induire une importante
sécrétion d’'insuline en réponse a une concentration élevée en glucose. Cependant,
I'utilisation de notre inhibiteur sur les 1ilots va mener a la perte de cet effet

potentialisateur de I'exenatide (Figure 28B).

Enfin, afin de confirmer spécifiquement les effets d’E2F1 sur le GLP1R, un siRNA
dirigé contre E2F1 a été effectué sur des ilots pancréatiques humains. Ce dernier
nous confirme ainsi que la diminution d’E2F1 va entrainer la perte d’expression du

GLP1R au sein de I'llot humain (Figure 28C).
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Figure 28: La diminution d’E2F1 dans I'llot humain entraine une perte
d’expression du GLP1R ainsi qu'une perte de fonctionnalité et de
potentialisation de |'exenatide. PCR quantitative sur ilots humain issus de 4
donneurs, traités ou non avec I'E2Fi (A). GSIS sur flots humains issus de 3
donneurs, traités ou non avec I'E2Fi en condition +/- exendine-4 a 50nM (B). PCR
quantitative sur flots humains issus de 2 donneurs traités ou non avec un SiE2F1 (C).
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Afin de comprendre les effets d’E2F1 sur I'expression du GLP1R, des études in vitro,

dans la lignée Min6, ont été effectuées.

2. E2f1 réegule directement I'expression du GIp1R in vitro

Pour reproduire la déficience de E2F1 in vitro, dans la lignée cellulaire Min6,
plusieurs approches ont été utilisées.

Les approches utilisant 'E2fi, ou la diminution stable d’E2F1 par shRNA, montrent
une diminution de I'expression du Glpl-r associée a la diminution de I'expression
d’E2f1 (Figure 29A, B).

De méme, [lutilisation d'un siRNA dirigé contre E2F1 montre la diminution
concomitante de I'expression du Glpl-r et d'E2f1 (Figure 29C). Enfin, on constate
également que la fonction de la cellule 3 est affectée. En effet, lors d'un test de
sécrétion d’insuline, on constate une incapacité a augmenter la sécrétion en réponse

au glucose, ainsi qu’'une incapacité a potentialiser I'effet de cette réponse via

I'exenatide (Figure 29D).
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Figure 29 : In vitro, la diminution d’expression d’E2fl et concomitante a celle
du Glpl-r et annihile les effets de I'exendine-4. PCR quantitative sur cellules
Min6, traitées ou non avec I'E2Fi (A). PCR quantitative sur cellules Min6 sur les
lignées shE2fl et shCont (B). PCR quantitative sur cellules Min6 sur les lignées
siE2f1 et siCont (C). GSIS sur cellules Min6 sur les lignées siE2fl et siCont, en
présence ou non d’exendine-4 (D).
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Ainsi, in vitro, les résultats semblent confirmer ceux précédemment décris chez
’'Homme, dans des ilots humain ex vivo.

Pour comprendre si E2F1 régule directement I'expression du Glpl-r, un ChlIP a été
réalisé dans la lignée Min6.

On constate que E2F1 se fixe sur le promoteur du récepteur au Glpl mais pas son
répresseur, pRb (Figure 30A). Ainsi E2f1 pourrait activer le promoteur du Glpl-r en

cas de stimulation par son environnement.

En effet, de maniére intéressante on constate que la stimulation de la lignée Min6 a
l'aide d’exendine-4, va permettre d’induire une augmentation concomitante de
I'expression de E2f1 et du Glp1-r. De plus, l'utilisation de notre E2fi, va empécher ce

phénomeéne (Figure 30 B,C).
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Figure 30: E2fl contrdle directement I'expression du Glpl-r, I'expression
d’E2f1 est induite par l'utilisation de I’exendine-4. ChIP sur la lignée Min6 apres
IP de E2fl, pRb ainsi que les IgG en contrdle négatif (A) PCR quantitative sur
cellules Min6, traitées ou non avec I'E2Fi en condition +/- exendine 4 (B, C).

En conclusion, on constate, in vitro, que l'utilisation d’'un agoniste du Glpl induit
laugmentation de I'expression de E2fl, qui de part son action directe sur le
promoteur du Glpl-r permettra l'activation de ce dernier en réponse au stimulus

environnemental.

En ce sens, les souris invalidées spécifiquement pour E2F1 dans la cellule
pancréatique ont été utilisées afin de confirmer ces données in vivo. De plus, afin

d’'observer un potentiel « effet miroir », des souris présentant une surexpression
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spécifigue d’E2F1 dans la cellule 3 pancréatique (RFC g °"*™) serviront également

de modéle dans cette étude.

3. Invivo, I'expression de E2f1 est nécessaire a I'expression du Glp1-
r ainsi qu’a la réponse au glucose dans les phases précoces de
sécrétion.

Des tests de tolérance orale au glucose (OGTT) ont été réalisés sur les souris E2f1
B afin d’observer la réponse liée & la sécrétion de Glp1.

On constate une gluco-intolérance de ces souris suite a 'OGTT (Figure 31A). Ce
phénomeéne s’accompagne d'une incapacité a augmenter la sécrétion d’insuline en
réponse au glucose (Figure 31B). Enfin, I'isolement des ces ilots a permis de montrer

un défaut d’expression du Glpl-r au sein de notre modele d’'intérét (Figure 31C).
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Figure 31 : Le modéle E2f1R" présente une gluco-intolérance suite & un OGTT
lié a une diminution de I'expression du Glpl-r. OGTT sur les souris contrbles et
E2f1R™ & raison de 2g/kg de glucose (A). Dosage sérique de I'insuline & t0 et t30
durant 'TOGTT (B). PCR quantitative sur les filots isolés de ces souris (C).

Afin de savoir si l'augmentation d’expression d’E2F1 peut, elle, avoir un effet
potentialisateur sur la fonctionnalité de la cellule 3, des souris sur-exprimant le géne
E2f1 spécifiguement au sein de ces cellules ont été générées (RFC®"*"®*?). Dans ce
modele, I'expression de I'E2F1 exogene va étre couplée a un tag HA afin de marquer
les cellules concernées (Figure 32A,B).

Dans un premier temps, le modele a été validé par IHC. On constate ainsi une
parfaite co-localisation entre le tag HA et les cellules positives a linsuline (Figure
320C).
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Figure 32: Validation du modele de sur-expression spécifique d'E2f1.
Schématisation du modéle contrdle et du modele de sur-expression d'E2f1 (A,B).
IHC sur des coupes pancréatiques issus de ces animaux. Le HA apparait en vert,
I'insuline en rouge, la co-localisation en jaune (C).

Dans un second temps, les tests d’'OGTT ont été utilisées sur ce modéle. Nous
montrons ainsi que la surexpression spécifigue d’E2f1 va conduire a 'augmentation
de la tolérance au glucose en OGTT (Figure 33A) et que cette augmentation est
corrélée a une augmentation de l'expression du Glpl-r (Figure 33C). A noter
cependant que I'insulinémie a t30 n'est pas supérieure a celle de nos souris contrble
(Figure 33B). Ce phénoméne peut s’expliquer par le caractére précoce de I'action du
Glpl. En effet, on constate que la difféerence majeure entre nos deux modéles murins
lors de 'OGTT apparait entre t15 et t30. Il serait sans doute intéressant de mesurer
la glycémie a 20 min dans ce cas precis.
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Figure 33: Le modele E2f1R°V*"™P présente une amélioration de sa gluco-
tolérance suite a un OGTT lié a une augmentation de I'expression du Glp1-r.
OGTT sur les souris controles et E2f1R°V*™® a raison de 2g/kg de glucose (A).
Dosage sérique de linsuline a t0 et t30 durant 'OGTT (B). PCR quantitative sur les
flots isolés de ces souris (C).
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On constate que E2f1 permet in vivo d’influer directement sur la réponse au glucose,
dans sa phase la plus précoce, en contrdlant I'expression du Glp1-r.

Cependant peu d’information sont actuellement connues sur la régulation du
récepteur au Glpl, ou sur les mécanismes qui conduiront a 'augmentation de son
recrutement & la membrane aprés traitement a I'exendine-4.

Récemment il a cependant été montré que le récepteur pouvait étre régulé par des

processus épigénétiques telle que la méthylation (Hall E, et al, 2013).

4. E2fl impact la méthylation du promoteur du Glpl-r de maniere
gluco dépendante.

La lignée Min6 a été traitées ou non avec notre E2fi et les marques d’histones furent

mesurées par ChIP-gPCR. On constate ainsi une augmentation des marques

me3

d’histone répressives comme HsKz7;'~° en absence d’E2fl, ainsi qu’'une diminution

des marques activatrices (Figure 34).
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Figure 34: La déficience d’'E2fl entraine un changement du statut de
meéthylation du promoteur du Glpl-r, menant a sa répression. ChIP sur celulles
Min6 traitées ou non avec I'E2fi, aprés IP des marques HsKg® et HaKyy™e2,

Cependant, nous avons montré précédemment que I'expression d’'E2f1 été liée au
stimulus induit par I'exendine-4. De plus, le récepteur au Glpl-r doit étre activé de
maniére dynamique en réponse a son environnement.

Ainsi, il serait intéressant de comprendre comment I'environnement influence
'expression d’E2f1 de maniére dynamique et en conséquence la transcription du
Glp1-r.
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Tout dabord il est intéressant de noter que la notion de « mémoire
transcriptionnelle » est de plus en plus présentée comme un mécanisme important
pour certains genes senseurs de I'environnement cellulaire (Iberg-Badeaux A, et al,
2017). Ainsi, par exemple, un facteur de transcription peut étre induit en fonction d’'un
environnement riche en glucose (Ciccarelli M, et al, 2016). De plus, la fixation de ce
dernier sur un promoteur donné va permettre d'induire une marque d’histone
spécifique, qui par la suite, lors de stimuli répétés, permettront a ce promoteur
d’'induire sa transcription en seulement quelques minutes via le changement de ces

marques d’histones (Métivier R, et al, 2008) (Light WH, et al, 2013).

D’autre part, les voies en amont pouvant réguler E2f1 sont a I'heure actuelle peu
connues. Cependant, I'expression d’E2f1 a été trés récemment montrée comme
étant régulée par ubiquitinylation (Mahanic C, et al, 2015) (Glorian V, et al, 2017),

une modification post traductionnelle importante.

Ainsi, pour comprendre comment E2fl pouvait augmenter son expression afin
d’'induire la transcription du glpl-r, des études liées a l'ubiquitinylation d’E2f1 en

fonction de son environnement ont été effectuées.

On constate en effet la présence de 3 sites majeurs sur la séquence protéique
d’E2F1, situés dans une méme région (Figure 35A).

De plus, aprés transfection d’un plasmide hE2F1"9 dans la lignée Min6, on constate
via les «input» que l'ubiquitinylation totale ne varie pas en fonction du statut
glucosé. Cependant, apres IP de la forme humaine d’E2F1 via le flag, on constate
gue la protéine va, elle, étre ubiquitinylée en fonction de ce statut. Ainsi, E2F1 en
haut glucose et haut glucose / exendine 4, va subir une ubiquitinylation lui permettant
de le préserver de la dégradation, entrainant un potentiel recrutement plus important

sur le promoteur du Glp-1r lui permettant d’activer ce géne (Figure 35B).
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Figure 35: L’expression d'E2f1 est régulée par le glucose via son
ubiquitinylation. Etude bio-informatique des sites potentiels d’ubiquitinylation par
UbPred (A). Western blot sur les échantillons issus de cellules Min6 transfectées par
un E2f1"9, aprés IP flag, une révélation & l'aide d’'un anticorps anti-ubiquitine est
réalisé, ainsi qu’un anti flag comme contréle (B).

Ainsi, in vitro nous montrons que E2f1 va voir son expression corrélée avec le statut
glucosé et que ce phénoméne pourrait permettre une augmentation de la
transcription du glplr dans ces mémes conditions. Afin de vérifier cette hypothése

nous avons utilisés des flots humains afin de tester la pertinence de ces résultats.

On constate que dans des ilots humains, la fixation et I'activation du GLP1-R va
augmenter en fonction du statut glucosé et de la stimulation par I'exenatide (Figure
36A). De plus, cette augmentation est directement corrélée a I'augmentation
d’expression d’E2F1, induisant dans le méme temps celle du GLP1R (Figure 36B).

Enfin, cette fixation au promoteur humain du GLP1 récepteur est corrélée au statut

de méthylation de ce dernier (Figure 36C).
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Figure 36 : E2F1 contrdle la transcription du GLP1-R dans I'llots humains de
maniére gluco-dépendantes. ChIP réalisé sur des flots humains en fonction du
statut glucosé, aprés IP d’E2F1 et de I'acétyl H, comme marque active du promoteur
(A). PCR quantitative réalisée sur des ilots humains en fonction du statut glucosé et
de la présence ou non de I'E2fi (B). ChIP réalisé sur des flots humains traités ou non
a 'E2fi, aprés IP d’E2F1, HsKo™ et HsKo,™* (C,D).

5. Conclusion et discussion

Nous montrons ici que E2F1 peut étre trés finement régulé. Son expression va étre
soumise a son environnement et plus précisément a la concentration en glucose de

ce dernier. De plus E2F1 semble au coeur du mécanisme de régulation du Glpl-r par
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les agonistes au Glpl tel que I'exendine-4. Ainsi il pourrait étre a l'origine des
observations montrant un maintien dans le temps du nombre important de récepteur
au Glpl a la membrane, suite au stimulation via ses agonistes (Roed, SN, et al,
2013) (Shaaban G, et al, 2017). Cette régulation semble liée a une modification

post-traductionnelle (PTM) d’E2F1, le préservant ainsi de la dégradation (Figure 37).

Cependant il reste a comprendre quelle est la protéine, responsable de cette PTM,
qui pourra réguler E2F1 et expliquer ainsi ce phénoméne. On sait que I'exendin-4
peut induire I'expression de certaines classes de protéines a activité ubiquitine telle
gue Skp2 (Tschen SlI, et al, 2011). Cependant rien n’est actuellement décrit au sein

de la cellule B pancréatique.

Il serait également intéressant de traiter nos souris E2f1R" & I'aide d'un agoniste au
Glpl afin de confirmer la perte d'efficacité de ce dernier, ou encore de confirmer

l'ubiquitinylation chez 'Homme apres IP de 'E2F1 endogéne.

Enfin, la littérature semble montrer que la signalisation du Glp1-r est importante pour
la fonction mitochondriale et son activité (DeNicola M, et al, 2014) (Moniji A, et al,
2012). En ce sens, notre modéle de souris E2F1R™ présente en effet une diminution
de son activité mitochondriale au sein de l'llot apreés utilisation de la technologie

Seahorse (données non présentées).

Pour conclure, un modele physiologiqgue important ou l'effet incrétine a un effet
important est la chirurgie bariatrique. En effet, alors que les patients atteints de DT2
présentent une diminution de I'expression du GLP1R (Taneera J, et al, 2012), on
constate, apres chirurgie, un effet incrétine marqué menant a une ré-expression du
récepteur au GLP1, pouvant ainsi étre a l'origine de I'amélioration glycémique de ces
patients (Holter MM, et al, 2017).
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Figure 37 : Schématisation du réle d’E2F1 dans le mécanisme de régulation du
GLP1R

VII. Discussion Générale

L’ensemble des résultats présentés dans ce manuscrit démontre que E2F1 semble
étre un important régulateur de l'identité cellulaire et qu’il jouerait un réle primordial
dans le maintien d'identité de la cellule 3 pancréatique. En effet, nos données
expérimentales montrent que E2F1 régule au niveau transcriptionnel I'expression
d’ARX, de maniére a le maintenir son expression dans un état « réprimée » au sein
de la cellule 3, cette répression se faisant par un maintien de son promoteur a I'état
méthylée. D’'un point de vue fonctionnel, E2F1 permet également de moduler
'expression du GLP1-R au sein de la cellule B . Celle régulation s’effectue de
maniére gluco-dépendante. En effet, E2F1 est capable d’augmenter sa fixation au
promoteur du GLP1-R en condition haut glucose, ou encore de potentialiser I'effet
des analogues du GLP1 afin de permettre une augmentation de la transcription du

GLP1-R lors d’'une stimulation par les incrétines.
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Ce travail a ainsi permis de replacer E2F1 au centre d'un carrefour situé entre
fonction et identité cellulaire. Cependant il serait intéressant d’utiliser les souris
déficientes spécifiquement pour E2F1 dans la cellule 3 afin de réaliser un ChlP-seq.
Cette expérience nous permettra de valider définitivement les cibles directes d’E2F1
au sein de la cellule . Il pourrait également étre intéressant de croiser ces données
avec des données de RNA-seq obtenues sur ce méme modele et ainsi d’obtenir une
signature spécifigue d’E2F1 dans la régulation de 'identité de la cellule . Enfin, une
des dernieres limites de ce travail et le tracage des cellules 3 pancréatiques
humaines ainsi que la spécificité de I'inhibiteur utilisé au cours de I'étude. Des études
de Chem-seq (Anders L, et al, 2014) pourraient ainsi nous permettre de répondre a
ce dernier point, en identifiant non seulement les cibles protéiques de notre inhibiteur
(par spectrométrie de masse) mais également la disctribution sur la chromatine de la

molécule.

Ce travail a permis également de montrer que I'expression de E2f1, chez la souris,
mais également chez I'Homme, était majoritairement, au sein des cellules
endocrines, présente dans la cellule 3 pancréatigue. Compte tenu de son réle
d’inhibiteur fort du facteur Arx, il serait intéressant d’'induire une sur-expression de
E2F1 spécifiqguement dans la cellule a. En collaboration avec le Dr Collombat (Nice,
France), un étude sera réalisée en croisant nos souris RFC (décrites précédemment)
avec des souris Glucagon-rtTA Ces expériences pourraient peut étre permettre une
répression spécifique d’Arx au sein de la cellule a, permettant ainsi sa trans-
différenciation en une cellule 3 pancréatique comme démontrer lors d’études de ré-
expression de Pax4 au sein de la cellule a (Collombat, et al, 2005) De plus, une
étude de corrélation d’expression des genes d’E2fl et d’Arx tend a montrer leurs
expressions inverses en fonction de I'identité cellulaire a ou 3 (Van Der Meulen, et al,
en 2017) (Figure 38).
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Figure 38 : Expression des facteurs de transcription Arx et E2f1 au cours de la
trans-différenciation des cellules a vers beta. Données issues du GSE88778 en
libre acces de NCBI, publiées par Van Der Meulen, T, et al, 2017.

Il est également intéressant de noter, que, comme décrit précédemment, le
changement de morphologie de [Iilot retrouvé chez les souris déficientes
spécifiguement pour E2F1 dans la cellule § est commun a d'autres invalidations de
genes décrit dans la littérature. En effet, ce changement d’architecture est retrouvé
chez les souris déficientes pour Kir6.2 spécifiquement dans la cellule 3 (Seino S, et
al, 2000). De méme, la déficience en Glp1-R va entrainer également une hyperplasie
des cellules a pancréatiques. Ces 2 génes ont un réle primordial dans la fonction de
la cellule B et sont régulés directement par E2F1.

Il serait intéressant de connaitre I'‘équilibre précis qui existe au niveau cellulaire entre
fonction et identité et de comprendre si la perte de fonction entraine la perte d’identité

ou inversement.

Des recherches récentes décrivent la présence de plusieurs sous population de
cellules B, ainsi que leur hétérogénéité transcriptionnelle et épigénétique. Il serait
ainsi intéressant de comprendre si ces difféerences peuvent influencer la plasticité
cellulaire. Des données récentes ont montré que des cellules ayant perdu leur
fonction sécrétrice 3, mais capable de sécréter du glucagon, gardent leur emprunte
transcriptionnelle « beta-like », ces genes étant « en pause » et non totalement

éteins (Roefs M, et al, 2017) .

95



hY

Ainsi, la recherche actuelle dans le DT2 tend a étudier avec précision les
mécanismes responsables de la trans-différenciation des cellules endocriniennes par
des agents pharmacologiques, ou encore, dans des cas de DT1, dinduire une
transdifférenciation du type cellulaire a vers B (Ben Othman, et al, 2017). Les
résultats présentés dans ce travail suggere que E2F1 pourrait également représenter
un acteur clé dans ce scénario.

Pour conclure, transposer ces recherches de trans-différenciation aux autres types
cellulaires permettrait d’en étudier les points communs et d’ouvrir de nouvelles
possibilités thérapeutiques. Il existe en effet d’autres types cellulaires dont l'identité
et la maturation sont dépendantes des mémes facteurs de transcriptions tels que
Arx, Pax4, Nkx2.2 et sensibles aux mémes stimuli épigénétiques comme les
variations des marques d’histones en H3K27 ou H3K4. Récemment des études du
Dr Accili ont montré la capacité des cellules intestinales a se trans-différencier en
cellules B pancréatiques, ouvrant ainsi la porte a des nouvelles voies thérapeuthiques
pour le DT1 (Talchai C et al, 2012 ; Bouchi R, et al, 2014). Ainsi, étant donné la
similitude entre les souris E2F1R™ et les souris Foxol™, différents marqueurs « pan
endocrine » ont été étudiés au sein des intestins de souris déficientes pour E2f1. De
maniére intéressante on remarque que E2fl va agir de la méme maniére qu'au
niveau du pancréas sur Pax4 ou Ngn3, induisant une diminution de leur expression
(Fig 39A, B, C). De plus, la déficience d’E2f1 au sein de lintestin va également
conduire a la diminution de marqueurs « pan endocrine » de lintestin tel que
NeuroD1, ChgA ou encore PYY (Figure 40 A, B, C). Enfin, il est a noter que I'effet est
accentué avec l'age des animaux (6 mois versus 17 mois), mais également que
I'effet augmente de l'intestin proximal vers l'intestin distal (soit du jéjunum vers le
colon). Cette topographie est a mettre en parallele avec la présence des cellules L,
sécrétrices de GLP-1, qui voient leur nombre augmenter a mesure que l'on se

concentre sur l'intestin distal.
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Figure 39 : La déficience d’E2f1 dans l'intestin tend a montrer une diminution
significative des marqueurs de différenciation intestinaux tels que Pax4 et
Ngn3. PCR gquantitative réalisée sur des intestins issus de souris E2f1-/- agées de 6
et 17 mois. 5 souris composent chaque groupe.
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Figure 40 : La déficience d’E2f1 dans l'intestin tend a montrer une diminution
significative des marqueurs « pan endocrine » tels que NeuroD1, ChgA et PYY.
PCR quantitative réalisée sur des intestins issus de souris E2f1-/- agées de 6 et 17
mois. 5 souris composent chaque groupe.
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Cependant les phénomenes de trans-différenciation donnent également naissance a
d’autres pathologies, différentes du diabéte, notamment au niveau du cerveau.

De nombreuses recherches actuelles visent a reprogrammer lidentité cellulaire
neuronale afin de lutter contre les maladies neuro-dégénérative tel que la maladie
d’Alzheimer (Smith DK, et al, 2016). Cette maladie présente de nombreux points
commun avec le DT2. En effet, des mécanismes patho-physiologiques vont se
chevaucher tels que les événements amyloidogéenes, le stress oxydatif ou encore le

dysfonctionnement endothélial (De Matos, AM, et al, 2017).

Ces phénomenes sont également retrouvés au niveau du foie, ou la plasticité
cellulaire va, dans un contexte d’hépato-carcinome, conduire a I'augmentation des
tumeurs, ainsi qu'a l'augmentation de leur hétérogénéité conduisant a une perte
d’efficacité critique des différents traitements telle que la chimiothérapie (Cabillic F et
Corlu A, 2016).

Ce processus de trans-differenciation est souvent a l'origine d’apparition des
différents cancers tels que le cancer de la prostate, le cancer des poumons ou

encore la leucémie (Cieslar-Pobuda A, et al, 2017).

Enfin, dernier organe capable d’'une grande plasticité cellulaire : le tissu adipeux
blanc. En effet, il a été récemment montré que ce dernier pouvait, par un phénomeéne
nommeé « brunissement », donner naissance a du tissu adipeux ayant des
caractéristiques de graisse brune. Ce phénomeéne est lié a la stabilisation d’'une
protéine, Prdm16 (Ohno H, et al, 2012), également montré comme un régulateur du
développement pancréatique (Benitez CM, et al, 2014).

Ce phénomeéne de brunissement peut étre également régulé pharmacologiquement,

notamment par le GABA (Jeremic N, et al, 2017).
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IX. Annexes

1. KAT2B is required for pancreatic 3 cell adaptation to mebooic
stress by controlling the unfolded protein response
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