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INTRODUCTION

I. La superfamille des récepteurs nucléaires

1.1 Généralités

Les récepteurs nucléaires représentent une des plus large famille de facteurs de transcription,
comprenant 48 membres identifiés dans le génome humain '. L’activité transcriptionnelle de
la plupart des récepteurs nucléaires est controlée par la fixation de petites molécules
lipophiliques, comme des hormones ou des métabolites incluant par exemple les acides gras,
les oxysterols ou des xénobiotiques. De nombreux récepteurs nucléaires ont été clonés avant
I’identification de leur ligand, et furent appelés récepteurs nucléaires orphelins.
L’identification de leur ligand, naturel ou synthétique, a permis « d’adopter » certains
récepteurs orphelins . La découverte de I’importance de ces récepteurs dans le contrdle de
I’expression de genes impliqués dans le métabolisme a entrainé une recherche intensive de
nouveaux ligands pouvant étre utilisés dans le traitement préventif ou thérapeutique de
maladies métaboliques comme le diabete, I’athérosclérose ou 1’obésité (pour revue, voir *).

Le concept que de petites molécules lipophiliques pouvaient réguler le fonctionnement
cellulaire par interaction avec des protéines intracellulaires, appelées récepteurs, fut proposé il
y a plus de 30 ans *. La preuve formelle de ce concept est apparue avec le clonage moléculaire
et I’é€tude fonctionnelle des récepteurs aux hormones stéroidiennes au milieu des années 1980
>7. L’isolation et la caractérisation de récepteurs activés par des ligands non-stéroidiens,

comme la vitamine A *° ou I’hormone thyroide '*"'

, suggéraient que les récepteurs nucléaires
pouvaient réguler I’expression de genes en réponse a une grande variété de ligands lipophiles
12 . N 2 z e 242

. Suite a ces travaux, un grand nombre de récepteurs pour des hormones nucléaires ont été
identifiés, ainsi que des récepteurs orphelins, sans ligand connu. Dans le méme temps, les
premiers récepteurs nucléaires ont été identifiés chez I’insecte '*'*. L’identification chez la

drosophile du récepteur a ’ecdysone > comme membre de la superfamille des récepteurs
p p y p p

nucléaires suggere la nature universelle de ces protéines et montre que ces récepteurs se sont



développés antérieurement a la divergence entre vertébrés et invertébrés. Une autre avancée
importante a été réalisée avec la découverte « rétinoid X receptor » (RXR) et de son ligand,
I’acide 9-cis rétinoique, identifiant le partenaire obligatoire a 1’hétérodimérisation de certains
récepteurs nucléaires '°.

Les membres de cette superfamille ont été€ initialement classifiés en quatre groupes, selon la
nature de leur ligand et leur mode de fixation 2 I’ADN '"'® (figure 1). La classe I regroupe les
récepteurs aux hormones stéroides se fixant a I’ADN sous forme d’homodimeres. Cette classe
comprend le récepteur a I’androgene (AR), aux glucocorticoides (GR), aux cestrogenes (ER),
aux minéralocorticoides (MR) et a la progestérone (PR). La classe II correspond aux
récepteurs nucléaires s’hétérodimérisant avec le RXR, et se fixant sur des répétitions directes
de séquences d’ADN. La classe III regroupe les récepteurs nucléaires orphelins ou activés par
des ligands non-stéroidiens se fixant a I’ADN sous forme d’homodimere. Enfin, la classe IV
comprend les récepteurs nucléaires orphelins monomériques. Cependant, au cours de ces
dernieres années, le nombre de séquences codant des récepteurs nucléaires a dépassé les 300,
rendant difficile la classification. Une nouvelle nomenclature, basée sur 1’évolution de deux
domaines conservés chez les récepteurs nucléaires, a été proposée en 1999 (* et

http://www.ens-lyon.fr/LBMC).
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une structure constituée de six domaines (A-F) ayant des fonctions différentes. Tous les récepteurs nucléaires
sont constitués d'une partie centrale, le domaine de liaison a ' ADN (DBD : région C) trés conservé, caractérisé
par deux structures en doigts de zinc. La moitié C-terminale du récepteur contient un domaine de liaison au
ligand (LBD : région E) contenant I’AF-2 intervenant dans la transactivation. Entre ces deux domaines se trouve
un domaine charniere (région D) de taille variable. Du coté N-Terminale la région (A/B) variable contient I’ AF-1
qui intervient dans la transactivation indépendante du ligand. La région C-Terminale variable (F) est présente
dans la plupart des récepteurs nucléaires, mais sa fonction est encore tres mal connue. (D'apres Olefsky JM et al

20).

1.2 Structure des récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires ont une structure modulaire caractérisée par la présence de 5
domaines ayant chacun une fonction spécifique (figure 1). Le domaine amino-terminal
contient une région A/B peu conservée possédant une fonction d’activation de la transcription
indépendante de la fixation du ligand (AF-1). Le domaine central de liaison a I’ADN (DBD :
DNA Binding Domain, region C) est tres conservé et contient deux structures en doigt de zinc
établissant des contacts avec des séquences nucléotidiques spécifiques appelées éléments de

réponse. La région D est une région charniere, ayant un role conformationnel. La région

11



carboxy-terminale (LBD : Ligand Binding Domain, région E et parfois F) est nécessaire a la
liaison du ligand et a I’éventuelle dimérisation du récepteur. Chez la majorité des récepteurs
nucléaires, cette région contient un second domaine trés conservé d’activation

transcriptionnelle dépendante du ligand (AF-2).

1.2.1 Le domaine A/B

La région A/B amino-terminale démontre une forte variabilité en séquence primaire
ainsi qu’en longueur. En effet, les unités transcriptionnelles codant les récepteurs nucléaires
utilisent 1’épissage alternatif, différents promoteurs, ainsi que des sites d’initiation de la
traduction distincts, générant différents domaines A/B, conduisant a 1’expression de plusieurs
isoformes pour un méme gene. Cette région contient une fonction d’activation de la
transcription appelée AF-1. L’étude des récepteurs aux cestrogenes et a la progestérone a
clairement démontré que cette région A/B possede des activités transcriptionnelles
dépendante du promoteur et du type cellulaire >, suggérant que la région amino-terminale
de ces récepteurs peut interagir avec des corégulateurs spécifiques d’un type cellulaire. Bien
que peu d’homologie peptidique existe au sein des membres de la superfamille, les domaines
A/B ont démontré des propriétés similaires pour différents récepteurs nucléaires. Par exemple,
les séquences peptidiques de cette région peuvent servir de substrat pour des modifications
post-traductionnelles, comme la phosphorylation par les « Mitogen-Activated Protein

Kinase » (MAPK) *.

1.2.2 Le domaine C de liaison a I’ADN (DBD)

Les récepteurs nucléaires se fixent a 1’ADN sous forme de monomeres,
d’hétérodimeres ou d’homodimeres sur des séquences d’ADN cibles appelées « Hormone
Response Element (HRE) » (pour revue, voir ). Ce site de fixation contient un ou une
répétition directe (DRn), inversée (IRn) ou «everted » (ERn) de demi-sites

hexanucléotidiques consensus séparés par un nombre variable de nucléotides (entre O et 7).
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Les récepteurs aux stéroides reconnaissent la séquence consensus AGAACA, alors que le
récepteur aux cestrogenes et les autres récepteurs nucléaires se fixent sur des séquences de
type AGGTCA. Pour les sites HRE monomériques, le demi-site est flanqué en 5’ d’une
séquence riche en A/T. La séquence du demi-site peut différer considérablement du
consensus, et il est souvent rare de trouver des HRE naturels contenant deux demi-sites
parfaitement conservés. Cependant, pour les HRE dimériques, un seul demi-site conservé est
suffisant pour conférer une haute affinité de liaison a I’homo- ou a I’hétérodimere.

Le domaine C est la région la plus conservée dans la superfamille des récepteurs nucléaires.
Elle est constituée de deux motifs en doigt de zinc codés par 60-70 acides aminés, et d’une
extension carboxy-terminale (CTE) d’approximativement 25 amino-acides. Des expériences
de mutagénese dirigée sur cette région C ont permis d’identifier deux sous-domaines
impliqués pour le premier dans la reconnaissance directe des demi-sites et localisé dans le
premier doigt de zinc (boite P) *, et pour le second dans le processus de dimérisation et
présent dans le deuxieme doigt de zinc (boite D et DR) *’**. Le CTE joue le role d’interface

permettant les interactions protéine-ADN et protéine-protéine.

1.2.3 Le domaine D

Le domaine D est une région charniere constituée d’acides aminés faisant le lien entre
le domaine C et le domaine de liaison du ligand (domaine E/F). Cette région, tres flexible,
contribue & la spécificité et la polarité de la fixation du récepteur a I’ADN *. Ce domaine, qui
change de conformation apres fixation du ligand, a été impliqué dans la fixation de

29,30

corépresseurs ainsi que dans les mouvements noyau-cytoplasme *'.

[.2.4 Le domaine de liaison du ligand (LBD, domaine E ou EF)

Le LBD est un domaine multifonctionnel permettant la fixation du ligand, la
dimérisation, l’interaction avec les protéines de choc thermique et corégulateurs, la

localisation nucléaire et la transactivation. Des expérimentations de crystallographie aux
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rayons X suggerent que les LBDs des différents récepteurs nucléaires possedent des structures
similaires. Ils sont constitués de 11 a 13 hélices a organisées en trois couches antiparallele,
plagant le site de liaison du ligand a I’intérieur du LBD *?*, L’activation dépendante du
ligand nécessite la présence d’un motif hautement conservé LXXLL (L pour leucine et X pour
tout autre acide aminé), appelé AF-2, et localisée a I’extrémité carboxy-terminale du LBD. La
transactivation ligand-dépendante requiert le recrutement de coactivateurs, un processus dans
lequel le domaine AF-2 joue un rdle primordial **.

La région F, absente chez certains récepteurs nucléaires, a une fonction peu connue. Il semble

que la région F du récepteur aux cestrogenes jouerait un role dans la spécificité du ligand et

influencerait ’activation transcriptionnelle *.

1.3 Mécanismes d’action des récepteurs nucléaires

Le modele d’action d’un récepteur nucléaire est généralement représenté par un
récepteur cytoplasmique inactif, en complexe avec des protéines de choc thermique, qui, une
fois activé par la fixation de son ligand, se retrouve transloqué dans le noyau afin d’activer la
transcription de ses genes cibles. Bien que ce modele soit vrai pour les récepteurs aux
hormones stéroides *', la plupart des récepteurs nucléaires sont constitutivement nucléaires et
souvent liés a I’ADN en absence de leur ligand. Il est également reconnu qu’en 1’absence de
ligand, les récepteurs nucléaires agissent comme de forts répresseurs de la transcription *>**,
Afin de moduler la transcription de leur gene cibles, les récepteurs nucléaires interagissent
avec des protéines corégulatrices (figure 2). Ils ont ét€ montrés associés a de nombreux
composants de la machinerie transcriptionnelle, a des corépresseurs et a des coactivateurs

(pour revue, voir *"*

). Les corépresseurs fonctionnent en recrutant des protéines ayant une
activité histone désacétylase (HDAC), fonction permettant de maintenir la chromatine dans un
état de répression de la transcription *. Apres fixation du ligand, le récepteur change de
conformation, le complexe répresseur se dissocie du récepteur, lui permettant d’interagir avec

le ou les coactivateurs. Certains coactivateurs possedent une activité histone acétylase (HAT),

menant a la dérépression de la structure chromatinienne. D’autres coactivateurs possedent une

14



activité ATPase, comme BRG1 ou hBrm, permettant le remodelage local de la chromatine
03! Basé sur ces résultats, un modele de régulation transcriptionnelle par les récepteurs
nucléaires a été établi : 1) en ’absence de récepteur, la chromatine démontre une activité
basale d’acétylation des histones et de transcription ; 2) la chromatine compactée est dans un
état de répression dii a une forte désacétylation des histones, et aucune transcription en
présence d’un récepteur nucléaire sans ligand n’est possible ; 3) la chromatine décompactée
devient active avec de hauts niveaux d’acétylation des histones menant a une transcription en
présence du récepteur activé par la fixation de son ligand **. Cependant, 1’ouverture de la
chromatine n’est pas suffisante pour l’activation transcriptionnelle, indiquant que des
interactions supplémentaires entre récepteurs nucléaires et machinerie transcriptionnelle sont
requises pour réguler I’expression génique *.

Enfin, les récepteurs nucléaires peuvent également réguler la transcription de genes via des
interactions directes avec d’autres facteurs de transcription, un processus qui ne dépend pas de
la fixation sur I’ADN du récepteur nucléaire (pour revue, voir **%),

Nos connaissances sur la régulation de 1’expression génique par les récepteurs nucléaires se
sont étendues depuis ces dernieres années, principalement grace a 1’observation que non
seulement ’interaction du récepteur avec 1’ADN est importante dans la réponse
transcriptionnelle, mais aussi que les coactivateurs et corépresseurs sont fondamentaux dans
la transmission des signaux hormonaux a la machinerie transcriptionnelle. De plus, la
détermination des structures crystallographiques du LBD des récepteurs nucléaires ont permis
d’identifier les mécanismes par lesquels ces récepteurs modifient I’état transcriptionnel de la
cellule. Il est de plus en plus évident que les récepteurs nucléaires ont un impact majeur sur la
croissance, la différenciation, le métabolisme, la reproduction et la morphogenese. Compte
tenu de I'importance des récepteurs nucléaires en physiologie humaine, leur role dans le
développement de certaines maladies et leur importance en tant que cible thérapeutique, une
compréhension détaillée de leur fonction aura un impact non seulement en biologie humaine

mais également dans le développement de nouveaux médicaments pour le traitement de

pathologies comme le cancer, le diabete, 1’athérosclerose ou encore 1’obésité.
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Figure 2 : Corépresseurs, coactivateurs et récepteurs nucléaires. En absence de ligand, les récepteurs
nucléaires sont associés a des complexes de corépresseurs, recrutant des protéines ayant une activité histone
désacétylase. La désacétylation des histones entraine un compaction de la chromatine, conduisant a une
répression transcritpionnelle. La fixation du ligand entrafne une libération des corépresseurs, un recrutement de
coactivateurs et une décompaction de la chromatine, permettant I’activation de la transcription.

II. Le Liver Receptor Homolog-1 (LRH-1)

Drosophila fushi tarazu factor 1 (FTZ-F1, NR5A3) est un récepteur nucléaire orphelin
qui régule la transcription du gene fushi tarazu (ftz) treés tot au cours du développement '*'*%
%, L’homologue de FTZ-F1 le mieux caractérisé est le « steroidogenic factor 1 » (SF-1,
NRS5A1), un récepteur nucléaire orphelin exprimé dans les organes stéroidogéniques ainsi que
dans des régions particulieres de 1’hypothalamus, dans les cellules pituitaires
gonadotropiques, ou il régule 1’expression de genes cruciaux dans les processus
développementaux et physiologiques (pour une revue, voir *°). Le liver receptor homolog-1
(LRH-1, NR5A2) est un récepteur nucléaire orphelin caractérisé comme un paralogue de SF-

1. I1 a été d’abord cloné chez la souris (GenBank accession number M81385). Des

orthologues de LRH-1 ont été ensuite découverts dans plusieurs especes, chez le xenope
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(FTZ-F1-related receptor xFF1) ®, le poulet (orphan receptor 2.0) ®, le rat (fetoprotein
transcription factor) ®, le poisson zebre (FTZ-F1 related receptor zFF1) ®, la grenouille (Rana
rugosa FTZ-F1) *. Les orthologues humains ont été reportés sous différents noms : le
« pancreas homolgue receptor 1 » (PHR-1), ®*; le « human fetoprotein transcription factor »
(hFTF) * ; le « human B1-binding factor » (hB1F) ® ; le « CYP7a promoter binding factor »
(CPF) 9. Les membres de la sous-famille FTZ-F1 possedent une séquence caractéristique de
30 acides aminés, dénommée la boite FTZ-F1. Cette boite, localisée dans la région carboxy-
terminale adjacente au domaine C, est tres conservée entre les différentes especes. Les
membres de cette sous-famille se fixent a I’ADN sous forme de monomere sur des séquences
consensus de type 5’-PyCAAGGPyCPu-3’ (ou Py est C ou T, Pu est A ou G) *. Quand on
compare cette séquence a la s€équence du demi-site classique AGGTCA, on remarque qu’elle
possede trois bases additionnelles en 5°. La boite FTZ-F1 joue un rdle fondamental dans la
liaison du récepteur nucléaire a I’ADN, puisqu’elle permet la reconnaissance de ces trois
bases, et confere une forte spécificité d’interaction entre ADN et protéine.

1 %2, entre les

Le gene de LRH-1 humain est localisé sur le chromosome 1, position q31.3-32.
microsatellites D1S2622 et DI1S306 (Annicotte JS & Auwerx J, communications
personnelles). Ce gene s’étend sur plus de 140 kilobases et contient 9 exons. Comme pour la
plupart des récepteurs nucléaires, le gene codant LRH-1 est susceptible de subir un épissage

alternatif pour générer au moins deux isoformes exercant des fonctions régulatrices

disctinctes .

II.1 Expression tissulaire et cellulaire

LRH-1 est exprimé tres tot au cours du développement embryonnaire de souris, au
jour embryonnaire 7 (e7) ®*%. A ce stade, son expression est localisée dans I’endoderme,
I’ectoderme neural ainsi que dans certains tissus extra-embryonnaire comme 1’endoderme
pariétal attaché a la membrane de Reichert, I’endoderme du « yolk sac », I’amnion et le
chorion. LRH-1 est ensuite retrouvé dans des tissus d’origine endodermique, comme le foie,

le pancréas endocrine et exocrine, I’intestin, la glande salivaire ®*®., LRH-1 est également
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exprimé dans les arcs branchiaux, la moelle épiniere, ainsi que dans certaines régions du
cerveau embryonnaire, comme 1’hypothalamus et le thalamus (Annicotte JS & Auwerx J,
communications personnelles). Une expression a également été détectée dans le cordon
ombilical, le palais, ainsi que dans la langue. Ce n’est qu’a un stade plus tardif du
développement (e17) que LRH-1 adopte son profil d’expression adulte, avec une expression
qui s’éteint dans le pancréas endocrine, et reste confiné dans l’intestin aux cryptes de
Lieberkhun ®%. Chez 1’adulte, LRH-1 est fortement exprimé dans le pancréas exocrine, le

71,72

foie, I’intestin *”. Ce récepteur nucléaire est également exprimé dans 1’ovaire """, ainsi que

dans les préadipocytes .

II.2 Ligand, modulation de son activité transcriptionnelle et régulation de son expression

A I’heure actuelle, aucun ligand n’a été trouvé pour LRH-1. Ce récepteur nucléaire est
considéré comme constitutivement actif. Cependant, des analyses structurales semblent
révéler la présence d’une large poche hydrophobe dans son domaine E capable d’accommoder
une petite molécule lipophile comme ligand ™.

Bien qu’aucun ligand connu ne puisse a 1’heure actuelle moduler I’activité de LRH-1, des
modifications post-traductionnelles semblent jouer un rdle dans la régulation de son activité.
En effet, il semble que la région charniere D de LRH-1 possede deux sites de phosphorylation
cibles de la protéine kinase activée par les mitogenes Erk2 (MAPK Erk2) (résultats non
publiés). LRH-1 pourrait donc étre activé en réponse a la fixation de facteurs de croissance,
comme le « Fibroblat Growth Factor » (FGF), le « Vascular Endothelial Growth Factor »
(VEGF), le « Hepatic Growth Factor » (HGF) ou I’« Epidermal Growth Factor » (EGF) afin
de répercuter ces signaux extracellulaires en modifiant I’expression de ses genes cibles. Etant
donnée 1’importance de ces facteurs de croissance dans les mécanismes de
prolifération/différenciation cellulaire, il est tentant d’envisager un role pour LRH-1 dans ces
processus.

D’autre part, les récepteurs nucléaires orphelins « Short Hetrodimer Partner » (SHP), gene

cible de LRH-1, et « Dosage sensitive sex reversal-Adrenal hypoplasia congenital critical
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region on the X chromosome », gene 1 (DAX-1) interagissent avec ce dernier et agissent en
coréprésseur en inhibant 1’activité transcriptionnelle de LRH-1 7. Ces deux récepteurs
nucléaires sont atypiques puisqu’ils ne possedent pas, contrairement aux autres membres de la
superfamille, de domaine de liaison a I’ADN. D’autres corégulateurs modifient I’activité de
ce récepteur nucléaire, comme AIB1, GRIP1, CBP/P300, SMRT1 et SRC1 ™ De plus, Liu et
al. ont également montré que Prox1 est un corépresseurs de Ffla et Ff1b, orthologues chez le

poisson zebre de LRH-1 et SF-1, respectivement .

Concernant la régulation transcriptionnelle de ce récepteur nucléaire, le promoteur de souris
de LRH-1 est activé in vitro par les facteurs de transcription GATA-1, 2, 5 et 6, HNF-4o, Nkx
2.5, et probablement par les protéines de type « basic Helix Loop Helix » (bHLH) *. LRH-1
est également capable de réguler sa propre expression *. En ce qui concerne le promoteur

humain, les facteurs de transcription HNF-1, HNF-3p et PDX-1 régulent son expression **',

11.3 Fonctions

I1.3.1 Rodles au cours du développement embryonnaire

Le profil d’expression de LRH-1 et des autres membres de la sous-famille FTZ-F1
indique que ces récepteurs nucléaires pourraient etre requis dans les processus de
développement embryonnaire. L’€tude du drosophila FTZ-F1, orthologue de LRH-1, a
révélé un role prépondérant dans I’activation du gene de segmentation fushi tarazu, codant
une protéine a « homeobox » et jouant un role crucial dans les mécanismes de développement
chez la drosophile ****. De plus, des études chez la souris d’inactivation génique de SF-1,
paralogue de LRH-1, ont démontré que ce récepteur nucléaire etait impliqué dans le
développement d’organes a fonction endocrine, comme les gonades, les glandes surrénales, le
noyau ventro-median hypothalamique (VMH nucleus), mais aussi les cellules gonadotropes
de I’hypophyse (pour une revue, voir ). Il se pourrait donc que LRH-1, 4 I’'image des autres

membres de la famille, joue un role dans le développement des organes ou il est exprimé (cf.
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chapitre II.1). Les souris dont le gene LRH-1 a été inactivé par introduction d’une cassette
néomycine dans 1’exon 6 (codant le domaine D) meurent in utero a €7, suggérant que LRH-1
pourrait etre impliqué dans les mécanismes de gastrulation (Annicotte JS et al., manuscript en
préparation). En outre, des études in vitro sur le promoteur de LRH-1 (cf. chapitre I1.2) ainsi
que sur les genes cibles de ce récepteur nucléaire ont souligné que LRH-1 pourrait étre un
intermédiaire clé entre les signaux initiaux d’organogénese hépatique et 1’activation en
cascade de facteurs de transcription amplifiant ce processus. En effet, il a été démontré que
LRH-1 est un activateur de HNF-3p, HNF-4o. et HNF-1o. *. De plus, ’orthologue de LRH-1
chez le rat régule in vitro 1’expression de 1’a-fetoprotéine (AFP) *. L activation de I’ AFP est
un des premiers événements apparaissant lors de la différenciation de I’endoderme en foie ¥
Il est, par conséquent, probable que des facteurs de transcription régulant 1’expression de
genes impliqués dans le développement hépatique puissent également jouer un role dans ce
processus.

Cependant, le role de LRH-1 au cours du développement pancréatique, intestinal ou nerveux
reste a I’heure actuelle peu connu. La fonction de LRH-1 au cours du développement
embryonnaire sera vraisemblablement élucidée avec 1’obtention de souris chimériques et/ou
invaldidées de maniere tissu- et/ou temps-spécifique pour ce récepteur nucléaire, grace a

’utilisation du systeme Cre/loxP.

11.3.2 LRH-1 et le métabolisme du cholestérol

I1.3.2.1 La synthese d’acides biliaires

Alors que des études suggerent un role pour LRH-1 dans le développement hépatique,
d’autres groupes ont démontré que ce récepteur nucléaire joue également un rdle
physiologique important chez I’adulte, plus particulierement dans le controle de I’homéostasie
du cholestérol (figure 3) *”. Cette régulation s’opere en concert avec d’autres récepteurs
nucléaires, comme le « Liver X Receptor » (LXR, le « Farnesol X Receptor » (FXR), le

« Pregnane X Receptor » (PXR) et le SHP (pour revue, voir *). LRH-1 est impliqué dans de
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nombreux aspects de 1’homéostasie du cholestérol. En effet, il controle 1’expression du
cytochrome P450 cholesterol 7 a-hydroxylase (Cyp7Al), enzyme clé et limitante dans la
synthese d’acides biliaires “’*"7, du cholesterol 12 a-hydroxylase (Cyp8B1), impliqué dans la
synthese d’acide cholique *, du transporteur membranaire « Multi Drug Resistance Protein 3
(MRP-3) ®, impliqué dans la circulation entéro-hépatique des sels biliaires, du « Apical
Sodium dependent Bile acid Transporter » (ASBT) *, du cholesterol esterase (CEL) ¥,
impliqué dans I’absorption du cholestérol alimentaire, du « cholesteryl ester transfer protein »
(CETP) ® et du « Scavenger Receptor class B type I » (SR-BI) *, deux protagonistes clés

dans le transport inverse du cholestérol.

LXR
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Figure 3 : Régulation de I'absorption et du catabolisme du cholestérol et des acides biliaires

Enterocyte. Le cholestérol (C) provenant de l'alimentation est solubilisé par les acides biliaires et absorbé par
I'entérocyte. Une fois incorporé, un taux élevé de cholestérol mene a la formation d'oxysterols (OxC) qui activent
LXR, ce dernier induit l'excrétion du cholestérol dans la lumiere intestinale (Lumen) par l'intermédiaire du
transporteur ABCAI.

Hépatocyte. Les acides biliaires présents dans la circulation sanguine pénétrent dans 1'hepatocyte grace au
transporteur NTCP. Des concentrations croissantes d'acides biliaires activent FXR, qui va moduler ensuite la
quantité d'acides biliaires en régulant négativement NTCP, et positivement BSEP. FXR régule également SHP,
un récepteur orphelin qui empéche la synthese d'acides biliares en antagonisant l'activité de LRH-1, récepteur
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nucléaire orphelin requis pour l'expression de CYP7A1 et CYP8BI. Les particules véhiculant le cholestérol,
comme les LDL et VLDL, sont endocytées par I'hépatocyte via le récepteur aux LDL. Une quantité croissante de
cholestérol mene a la suppression de la biosynthese de novo du cholesterol et a la régulation négative du
récepteur LDL, processus médiés par SREBP. LXR et LRH-1 transforment l'exces de cholestérol en acides
biliaires, en activant la transcription de CYP7A1 et CYP8B1. BSEP exporte ensuite ces acides biliaires pour
qu'ils soient sécrétés dans le lumen.

11.3.2.2 Le métabolisme des hormones stéroidiennes

Des équipes de recherche ont récemment déterminé que LRH-1 était impliqué dans
différentes voies biologiques liées a la synthese des hormones stéroidiennes et a la
reproduction. Chez la souris, LRH-1 est fortement exprimé dans 1’ovaire au niveau des
cellules folliculaires granulosa a différents stades (follicule préantral, et de De Graaf), et du
corps jaune "*. SF-1 est également exprimé dans 1’ovaire, mais dans des structures différentes
de celles qui expriment LRH-1, suggérant des roles complémentaires pour chacun de ces deux
récepteurs nucléaires dans la biosynthese des hormones stéroidiennes et dans la fertilité.
Sirianni et al. ont également détecté une forte expression de LRH-1 dans 1’ovaire humain ¥.
Dans cette étude, ils ont aussi démontré la présence de ce récepteur nucléaire dans le testicule,
ainsi que la régulation transcriptionnelle par LRH-1 de genes impliqués dans la
stéroidogénese, comme le StAR (Steroidogenic Acute Regulatory Protein), le CYP11Al, le
CYP11Bl1, le CYP17 et enfin le HSDB2. Une autre équipe a également démontré la présence
de LRH-1 dans les glandes surrénales humaines, et a confirmé que le CYP11B1 est un gene
cible de LRH-1 . 1l est intéressant de noter que la profil d’expression de LRH-1 dans les
organes stéroidogéniques differe selon I’espece. En effet, LRH-1 est exprimé chez ’homme
dans I’ovaire, le testicule et la glande surrénale, alors que chez la souris, sa présence n’est
détectée que dans 1’ovaire. Aucune expression n’a été retrouvée dans le testicule et dans la
surrénale de souris ",

Il a également été montré que LRH-1 est exprimé spécifiquement dans les préadipocytes ou il
régule activité transcriptionnelle du gene CYP19 ™. Ce gene, également appelé aromatase,

permet la synthese des cestrogenes et joue donc un role prépondérant dans la reproduction.

11.3.3 LRH-1 et cancer

29



Quelques observations nous permettent d’entrevoir un role potentiel de LRH-1 dans le
développement de certains cancers. D’abord, le premier gene cible de LRH-1 est I’AFP *.
Cette protéine est ’'une des plus importante lors du développement des mammiferes. Elle est
synthétisée principalement par le foie feetal et le yolk sac, elle représente la forme feetale de
I’albumine et est impliquée dans le transport vers les cellules prolifératrices de I’embryon des
acides gras et autres €léments nutritifs. Chez 1’adulte, I’expression de 1’AFP est éteinte, mais
on observe dans certaines transformations néoplasiques une réactivation de I’AFP. L’ AFP est
souvent détectée dans le sérum de patients atteints de carcinome hepatocellulaire (CHC) et de
tumeurs malignes au niveau du tractus gastro-intestinal, et elle a été proposée comme
marqueur spécifique et précoce de ce type de cancer *'.

Ensuite, le virus de 1’hépatite B (VHB) est une des principales causes du développement de
maladies hépatiques et de CHC primaire. Le promoteur régulant la transcription de la capside
du VHB est le sujet de nombreuses recherches puisqu’il est responsable du tropisme
hépatique. De nombreuses données indiquent clairement que 1’hépatotropisme du VHB
nécessite la présence de nombreux facteurs de transcription spécifiques du foie, permettant
une réplication efficace du génome du VHB. Li et al. ont découvert que LRH-1 se fixe et
active I’« enhancer » II du VHB, un des éléments essentiels a la régulation transcriptionelle
du virus ®. Plus tardivement, Gilbert et al. ont identifié LRH-1 comme 1’un des constituants
régulant I’activité du promoteur codant la capside du VHB, via deux éléments de réponse *.
Ils ont également observé qu’un autre récepteur nucléaire fortement exprimé dans le foie,
HNF-40. (NR2A1), est un partenaire tres efficace pour LRH-1 dans la régulation de ce
promoteur *>. Ces deux récepteurs nucléaires peuvent donc étre fortement impliqués dans
I’hépatotropisme du VHB.

Finalement, un rdle pour LRH-1 dans le développement du cancer du sein a été proposé .
Cette équipe a montré que LRH-1 est exprimé dans les cellules stromales des glandes
mammaires. Ces cellules, caractérisées comme des préadipocytes, expriment également
I’aromatase (CYP 19), responsable de la synthese d’cestrogenes. Dans le tissu adipeux

mammaire normal, I’expression et 1’activité de 1’aromatase est peu élevée, alors que chez les
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patients atteints d’un cancer du sein, les niveaux d’aromatase et d’cestrogenes sont augmentés
%% _Clyne et al. ont montré que LRH-1 peut avoir un rdle prépondérant dans la synthese
d’cestrogenes en controlant I’expression de 1’aromatase, suggérant que ce récepteur nucléaire

pourrait &tre impliqué dans certains cancers comme celui du sein ™.

III. Le facteur de transcription E2F1

II1.1 Généralités

Le facteur de transcription E2F1 a été originellement isolé comme le médiateur
cellulaire capable de se fixer au promoteur E2 de 1’adénovirus E1A °7**. La famille des
facteurs de transcription E2F comprend six membres (E2F1-6), structurellement proches, et
fonctionnant sous forme d’hétérodimeres avec les membres de la famille « Differentiation
regulated transcription factor Protein » (DP-1 et DP-2). Les premieres études ont impliqué
I’hétérodimere E2F/DP dans 1’activation transcriptionnelle de genes impliqués dans le
contrdle du cycle cellulaire (pour une revue, voir ). Cependant, il est a présent évident que ce
role ne constitue qu’une facette de 1’activité de E2F. En effet, les données obtenues ces
dernieres années démontrent que les protéines E2F sont des transactivateurs ou répresseurs de
la transcription. Il est maintenant évident que les E2Fs ont des fonctions importantes dans la
régulation autant de la prolifération cellulaire que dans les processus anti-prolifératif, comme

I’apoptose ou la sénescence.

II1.2 Structure protéique et modulation de son activité

Les protéines E2F et DP contiennent un domaine hautement conservé de liaison a

I’ADN ainsi qu’un domaine de dimérisation *'®

(figure 4). La partie carboxy-terminale de
E2F1, -2, -3, -4 et -5 contient un domaine de transactivation, absent chez E2F6 et DP. Bien
que E2F et DP active la transcription de maniere synergique, la sous-unité DP semble activer

la transcription indirectement en augmentant 1’activité de la sous-unité E2F '*'. Les membres
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de la famille sont classés en trois groupes, les activateurs (E2F1, -2, -3) et les répresseurs
(E2F4 et -5) de la transcription. E2F6, dernier membre cloné de la famille, continue a étre

percu comme indépendant de ces deux classes, et joue un role de répresseur de la transcription

dépendante de E2F *°.
Fixation Dimérisation Domaine de
al'ADN avec DP transactivation
E2F1
NLS Fixation
de pRB

E2F2

E2F3
Fixation
des protéines
NES pocket
E2F4+5
Domaine de
répression
E2F6

Fixation Dimérisation
al'ADN avec DP

Figure 4 : Organisation structurale des protéines E2F et DP. Les protéines E2F et DP ont un domaine de

liaison a I’ADN et de dimérisation tres conservé. Les séquences nécessaires a I’activation transcriptionnelle et a
la fixation des protéines « pocket » sont uniquement présentes chez E2F1, 2, 3, 4 et 5. E2F1, 2 et 3 ont un signal
de localisation nucléaire (NLS), absent chez E2F4 et 5 qui ont un signal d’exportation nucléaire (NES). E2F6
diverge considérablement des autres E2Fs, n’ayant que tres peu d’homologie en dehors des domaines de
dimérisation et de fixation a I’ADN. LZ, Leucine zipper ; MB, motif « marked box ».

L’activité transcriptionnelle de E2F est régulée par des mécanismes d’interaction protéique.
En effet, une interaction physique de E2F avec les protéines « pocket », comme la protéine
Retinoblastoma (pRB), la protéine p107 ou p130, inhibe I’activité transcriptionnelle de E2F.
Cette interaction non seulement bloque la transactivation induite par E2F, mais également
réprime la transcription par recrutement sur le complexe pRB/E2F/DP de protéines HDAC,
du complexe de remodelage de la chromatine hSWI/SNF et des protéines du groupe

polycomb '”. E2F1, -2 et -3 interagissent exclusivement avec pRB, E2F4 et -5 avec p107,



p130 et parfois pRB, alors qu’E2F6 n’interagit avec aucune des protéines « pocket », n’ayant
pas de domaine de liaison de pRB (figure 4). La formation du complexe protéine
« pocket »/E2F est régulée au cours du cycle cellulaire par des modifications post-
traductionnelles (figure 5). Au cours du cycle cellulaire, certaines cyclines, exprimées en
phase G1, vont activer leurs kinases associées, les « cyclin dependent kinase » (cdk) (figure
SA). Celles-ci vont phosphoryler les protéines « pockets », libérant le complexe E2F-DP et
permettant la transcription des genes cibles de E2F (figure 5B). L’activité transcriptionnelle
de E2F est donc modulée de maniere temporelle en fonction du cycle cellulaire. En effet,
pRB, p107 et p130 s ‘associent a E2F a différentes phases du cycle cellulaire. Bien que le
profil d’association dépende du contexte cellulaire, le complexe p130/E2F est retrouvé en
premier dans les cellules quiescentes ou différenciées, le complexe p107/E2F est prévalent
lors de la phase S, mais peut etre retrouvé en phase G1. Le complexe pRB/E2F est observé
dans les cellules quiescentes ou différenciées, mais est le plus souvent retrouvé dans les
cellules progressant de la phase G1 vers la phase S (figure 5B, pour revue, voir '”). Afin de
sortir de la phase S, les cellules ont besoin d’inactiver E2F. Cette étape d’inactivation est
indépendante de la régulation de pRB et implique trois processus. Le premier correspond a la
phosphorylation de DP et E2F1-3, inhibant la fixation a I’ADN de ce complexe. Le second est
provoqué par la dégradation de E2F par ubiquitination. Enfin, le troisieme mécanisme
potentiel est suggéré par 1’observation que E2F6 est un répresseur de la transcription E2F
dépendante '™, La découverte que E2F6 a moins d’affinité pour I’ADN que les autres E2Fs
permet d’envisager que E2F6 pourrait se fixer aux promoteurs cibles de E2F et réprimer leur

transcription.
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Figure 5 : Cycle cellulaire et régulation des complexes E2F. A- Les différents complexes cyclines-cdk sont
exprimés spécifiquement a différentes étapes du cycle cellulaire. B- Ce schéma représente 1’association et la
localisation subcellulaire des complexes E2F-protéine « pocket ». Chaque complexe contient la protéine DP, non
indiqué afin de simplifier le schéma. Cdk : cyclin dependent kinase ; pRB : retinoblastoma protein.

III.3 Régulation transcriptionnelle par E2Fs

Les membres de la famille E2F ont d’abord été reconnus pour leur role important dans
la progression du cycle cellulaire. D’autres genes cibles de E2F ont été par la suite
découverts, notamment griace a ’utilisation de puces 2 ADN '"'% et de la technique

107,108
P, "

d’immunoprécipitation de la chromatine (Chl ). Ces genes cibles sont impliqués dans

de nombreux processus cellulaires dépendant ou non du cycle cellulaire, comme la mitose, la
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ségrégation chromosomique, la réparation de I’ADN, la condensation de la chromatine,

I’apoptose, la différenciation et le développement (figure 6) '%'"°.

Signaux de Facteurs de Stress Altérationde
différenciation croissance cellulaire I'ADN
' l ' !
TGF-p Ras p1 sINK4a ATM
INK4b
p15 — | eyclinD-CDK4

il / \’
p107/p130 pRB

O O 6
AN

Réplication Mitose Point de Différenciation et Réparation Apoptose
de I'ADN contréle développement de I'ADN
mitotique

Figure 6 : Voie de signalisation des complexes E2F-protéine « pocket ». Le complexe E2F/RB agit en aval de
molécules de signalisation déclenchant 1’arrét du cyle cellulaire. La senescence cellulaire et la voie du TGF-3
induisent les inhibiteurs du cyle cellulaire, comme pl5, p16 et p27, inactivant le complexe cyclineD-cdk4. La
voie des MAPK induit, quant a elle, I’expression de la cycline D, menant a I’activation transcriptionnelle de E2F.
Les altérations de I’ADN induisent deux types de réponse selon le contexte cellulaire et I’imporatnce des
altérations : un arrét du cycle cellulaire nécessitant pRB, ou une réponse proapoptotique médiée par ATM et
E2F1. Les genes cibles des E2Fs ont des fonctions variées et sont impliqués dans de nombreux processus
cellulaires, comme la réplication de I’ADN, la mitose, les points de contrdle mitotique, la différenciation, le
développement, la réparation de I’ADN et I’apoptose. ATM : ataxia-telangiectasia protein.

111.4 Les E2Fs activateurs

E2F1, -2 et -3 peuvent contribuer a la répression des genes cibles de E2F en recrutant
pRB. Cependant, des études de surexpression ainsi que des modeles animaux mutants

indiquent que ces trois E2Fs jouent un role clé dans 1’activation de genes essentiels a la



prolifération cellulaire et a I’apoptose. Nous appelerons donc ce sous-groupe « E2Fs
activateurs ». Une sur-expression de chacun de ces trois E2Fs est suffisante pour induire
I’entrée des cellules en phase S """, et donc dans la prolifération. Ces E2Fs déclenchent

également 1’apoptose (pour revue, voir '

). Une question primordiale est de savoir si les
différents E2Fs ont des fonctions spécifiques ou communes. La création de souris déficientes
pour certains E2Fs a permis d’élucider en partie leurs fonctions. Les souris E2F1 et E2F3
mutantes montrent un phénotype completement différent du point de vue développement
embryonnaire. En effet, les souris E2F3 -/- meurent in utero '* alors que les souris E2F1-/-
sont viables et fertiles, mais présentes de nombreuses anomalies, comme un exces de
lymphocyte T, une atrophie testiculaire et le développement de nombreuses tumeurs ''*'".
Zhu et al. ont reporté que E2F1 et E2F2 cooperent dans la régulation de la prolifération et la
différenciation des cellules hématopoietiques, et également dans la suppression des tumeurs
'"® De méme, la majorité des défauts du développement embryonnaire des souris mutantes
E2F1 et E2F3 sont augmentés lorsque les deux mutations sont combinées ', Il semble donc
que E2F1, -2 et -3, a 'image de leur role chevauchant dans le contrdle du cycle cellulaire,
aient des fonctions cruciales et chevauchantes lors du développement embryonnaire.

Cependant, Cloud et al. ont identifié¢ une différence importante entre E2F1 et E2F3. En effet,

E2F1, et non E2F3, est un suppresseur de tumeur ">,

II1.5 Les E2Fs répresseurs

La seconde sous-classe regroupe E2F4 et E2F5. Ces deux E2Fs activent faiblement la
transcription lorsqu’ils sont surexprimés, et ne sont pas capables d’induire ’entrée de cellule
quiescentes dans le cycle cellulaire. Cette différence entre activateurs et répresseurs est due a
leur localisation subcellulaire. E2F1, -2 et -3 sont constitutivement nucléaires, alors que E2F4
et —5 sont principalement cytoplasmiques. En revanche, E2F4 et -5 sont impliqués dans
I’induction de la sortie du cycle cellulaire et la différenciation terminale. Des études de sur-
expression de E2F4 ont démontré qu’il etait suffisant pour déclencher la différenciation

terminale de précurseurs neuronaux '*'. De plus, les troubles du développement rencontrés

20



dans les souris déficientes en E2F4 et -5 semblent résulter d’un défaut de différenciation

tissulaire de plusieurs lignées cellulaires '**'*,

II1.6 Roles physiologiques des E2Fs

Etant donné que la plupart des études portent sur la fonction des E2Fs dans les
mécanismes de prolifération/apoptose, les roles physiologiques des E2Fs restent a 1’heure
actuelle peu étudiés. Il a été montré que E2F1 et E2F4 sont directement impliqués dans
I’adipogénese a différents niveaux. L’adipogénese est un processus cellulaire réunissant des
phases de prolifération et différenciation. Apres prolifération, la croissance des preadipocytes
confluents est arrétées suite a une inhibition par contact. Ces derniers proliferent suite a une
induction hormonale (expansion clonale), stoppent leur prolifération a nouveau, puis sortent
du cycle cellulaire et entrent dans une phase de différenciation terminale. E2F1 et -3 régulent
I’expression de PPARY, récepteur nucléaire impliqué dans la formation du tissu adipeux, lors
de I’expansion clonale '*. Cette régulation in vitro est confirmée par I’étude des souris
invalidées pour le gene E2F1 (E2F1-/-). En effet, ces souris E2F1-/- ont une masse graisseuse
moins importante, signe d’un défaut du développement du tissu adipeux '**. Dans cette méme
étude, il a été montré que E2F4 joue également un rdle au cours de 1’adipogénese. Il semble
que E2F4 bloque 1’adipogénese par inhibition de I’expression de PPARy, permettant la
différenciation terminale '*°. Cette inhibition semble &tre indépendante de la régulation du
cycle cellulaire par E2F4 '7. L’implication de E2F1 au cours de 1’adipogénese et de la
granulopoitse a également été étudiée '**. 1l a été montré que le « CCAAT/enhancer binding
proteins » (C/EBP), facteur de transcription impliqué dans la croissance et la différenciation
de nombreux tissus et types cellulaires, et PPARy interagissent avec E2F et répriment
I’activité transcriptionnelle de E2F, permettant aux cellules de sortir du cycle cellulaire et

d’entamer la phase de différenciation terminale "**'*°. 1l

semble donc évident que les E2Fs
jouent un rdle métabolique important de par leur contrdle de 1’adipogénese, et donc du

métabolisme lipidique.
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II1.7 E2F1 : géne suppresseur de tumeur ou oncogene ?

Contrairement a pRB, des mutations du gene E2F1 n’ont jamais été détectées dans des
tumeurs humaines. Paradoxalement, les souris dont le gene E2F1 est inactivé (E2F1-/-)

116,117

développent des tumeurs . L’apparition de tumeurs dans ces souris E2F1-/- était

initialement surprenante, E2F1 étant considéré comme un oncogene ayant la propriété de

provoquer la prolifération cellulaire '

. Les souris E2F1- /- présentent une atrophie
testiculaire, des anomalies histologiques au niveau de tissus a fonction exocrine, comme la
glande salivaire ou le pancréas, développent des sarcomes au niveau du tractus reproductif,

des adénocarcinomes pulmonaires et des lymphomes ''*'"". I

semble donc que E2F]1 ait des
propriétés de gene suppresseur de tumeur. De plus, E2F1 induit 1’apoptose. En effet, les souris
E2F1-/- montrent des défauts de 1’apoptose et le taux élevé d’apoptose observé dans les souris
RB-/- est supprimé suite a la déficience ajoutée de E2F1. Cependant, il est difficile de classer
catégoriquement E2F1 comme un suppresseur de tumeur, étant donné que des souris
transgéniques surexprimant E2F1 développent également des tumeurs “*'*. Un exemple
frappant du role complexe de E2F1 dans la prolifération cellulaire est donné par I’étude des
souris Rb+/- ;E2F1-/-. Le développement de tumeurs de la glande pituitaire dans ces souris est
retardé par rapport au souris Rb+ /-. Ce résultat est la démonstration que I’ablation du gene

E2F1 peut également réduire la formation de tumeur '**, et confirme que E2F1 peut avoir des

fonctions opposées selon le contexte cellulaire.

IV. Le pancréas

IV.1 Généralités

Le pancréas est un organe essentiel a la digestion et a I’homéostasie du glucose. Un
dysfonctionnement du pancréas résulte en de nombreuses pathologies comme le diabete, la
pancréatite et le cancer. De nombreuses avancées ont été effectuées dans 1’étude du

développement du pancréas, identifiant de nombreux facteurs de transcription et des voies de
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signalisation primordiales pour la différenciation des différents types cellulaires
pancréatiques. Le pancréas possede une fonction exocrine, impliquée dans la libération
d’enzymes au niveau du tube digestif, et une fonction endocrine, permettant la synthese
d’hormones libérées dans le sang et régulant 1’utilisation du glucose par les tissus. Le
pancréas exocrine est constitué par les cellules acineuses qui produisent des enzymes de
digestion (amylase, elastase, protease, nuclease, etc...) et les cellules ductales qui transportent
ces enzymes vers l'intestin. L unité fonctionnelle du pancréas endocrine est représentée par
les ilots de Langerhans, disséminés dans le pancréas exocrine, et constituée de 4 types
cellulaires, les cellules o, 3, 8 et PP. Les cellules f§ productrices d’insuline représentent la
majorité de la population des cellules endocrines, et constituent le noyau de I’ilot, alors que
les cellules a, 0 et PP sécretent le glucagon, la somatostatine et le polypeptide pancréatique,

respectivement, et sont localisées a la périphérie de 1’flot.

IV.2 Le développement du pancréas

Les cellules endocrines, exocrines et ductales dérivent de 1’épithélium endodermique
suite a une série d’interactions avec les tissus adjacents. Initialement, une région de
I’endoderme précoce se spécifie pour générer un tissu compétent afin de former le pancréas.
Ensuite, des interactions inductives entre 1’endoderme compétent et les tissus voisins
induisent la différenciation pancréatique. Enfin, la région pancréatique est réajustée
relativement aux régions des organes voisins. Le pancréas se forme apres bourgeonnement
dorsalement et ventralement de I’épithélium du tube digestif, entre 1’estomac et le duodénum.
Avant et pendant la phase de bourgeonnement, I’ébauche pancréatique exprime la protéine a
homéodomaine « Pancreatic-Duodenal Homeobox 1/Insulin Promoter Factorl » (PDX1/IPF1).
Tous les types cellulaires pancréatiques dérivent des cellules progénitrices exprimant PDX1

3136 Une inactivation génique de PDXI1 chez la souris, tout comme une mutation

homozygote dans le gene humain de PDX1, provoque une agénese pancréatique "'

Cependant, le pancréas des souris nulles pour PDX1 arréte son développement apres le
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bourgeonnement , suggérant que d’autres facteurs contribuent au développement

pancréatique (pour revue, voir '*"'**) (figure 7).

IV.2.1 Régionalisation antéro-postérieure de 1’endoderme

Le positionnement et la croissance des bourgeons pancréatiques sont dictés non
seulement par des interactions inductives des tissus voisins, mais également par la capacité de
I’endoderme compétent a répondre a ces signaux. La spécification pancréatique dépend donc
de l’organisation antéro-postérieure de I’endoderme. Au moment de la gastrulation,
I’endoderme regoit des signaux via le FGF4 du mésectoderme adjacent séparant I’endoderme

en une région antérieure et postérieure '*

(figure 7). Chez I’embryon du poisson zebre,
d’autres signaux peuvent également intervenir dans la spécification antéro-postérieure de
I’endoderme. En effet, des inhibiteurs de la signalisation de 1’acide rétinoique '** ou de la
« Bone Morphogenetic Protein » (BMP) '** empéchent la formation du domaine pancréatique.
Il est intéressant de noter que 1’acide rétinoique active les récepteurs nucléaires RXR et RAR,

démontrant I’implication potentielle des récepteurs nucléaires au cours du développement

pancréatique.

IV.2.2 Signaux extra-cellulaires, facteurs intra-cellulaires et formation des bourgeons

pancréatiques

Une fois compétent, I’endoderme va bourgeonner dans deux régions différentes du
tube digestif, ’'une dorsale et ’autre ventrale. Apres rotation du tube digestif, ces deux
bourgeons vont fusionner pour former I’organe mature '“°. Durant la formation du pancréas,
les bourgeons pancréatiques dorsaux et ventraux ne sont pas soumis aux mémes signaux

147

extra-cellulaires (figure 7 et 10 ; pour revue, voir ') et cellulaires.

IV.2.2.1 Les signaux extra-cellulaires
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Deux signaux permissifs (car ils sont nécessaires a la formation du pancréas mais
insuffisants pour induire son développement dans des domaines antérieurs ou postérieurs du
duodénum) sont importants pour 1’induction du bourgeonnement dorsal du pancréas. L’un
provient de la notochorde, 1’autre de 1’aorte dorsale (figure 7). La signalisation par la
notochorde est nécessaire a I’initiation de la différenciation pancréatique du bourgeon dorsal
48149 " induisant I’expression de genes du pancréas endocrine et exocrine, et réprimant
I’expression de la protéine sécrétée Sonic Hedgehog (Shh) (figure 7 et 10). Le membre de la
famille « Transforming Growth Factor- » (TGF-f), I’activine-BB, ainsi que le FGF2 miment
’action de la notochorde et seraient responsables de I’inhibition de Shh '. L’inhibition de
I’expression de Shh dans le bourgeon pancréatique semble donc essentielle a la formation du
pancréas. En effet, une souris transgénique exprimant Shi sous controle du promoteur PDX1

! De plus, les souris

démontre un défaut de la différenciation endocrine et exocrine
invalidées pour Shh présentent des anomalies de développement de certains organes, alors que
le pancréas n’est pas affecté '*>. Cependant, deux études ont montré que Shh était requis pour
la différenciation des cellules pancréatiques endocrines chez le poisson zebre, suggérant des

différences importantes entre especes '™

. A €9, la notochorde s’éloigne ensuite de
I’endoderme, poussée dorsalement par 1’aorte. L’aorte, mais aussi d’autres vaisseaux
sanguins, ont la capacité de stimuler la différenciation des cellules endocrines dans
I’endoderme pancréatique '*°. Chez un embryon de xénope dépourvu d’aorte, les marqueurs
pancréatiques, comme [’insuline et le glucagon, sont absents. Des explants d’endoderme
prépancréatique mis en culture avec de [’aorte disséquée initient la différenciation
pancréatique, alors que I’endoderme incubé avec du tissu d’origine non endothéliale ne se
différencie pas '*°. Par conséquent, les cellules endothéliales apportent non seulement les
éléments nutritifs nécessaires au développement, mais également des signaux induisant la
différenciation du pancréas. De plus, chez une souris transgénique surexprimant le VEGF
sous le controle du promoteur PDX1, des cellules exprimant de facon ectopique 1’insuline
apparaissent au niveau de 1’estomac, organe connu pour exprimer également PDX1 '*°,

Bien que le profil de différenciation soit similaire a celui du bourgeon dorsal, le

bourgeon ventral n’est pas en contact avec la notochorde, ni avec 1’aorte. Le mésoderme
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latéral est la source de signaux spécifiant a 1’endoderme la formation du domaine

pancréatique ventral (figure 7 et 10 ; "

). Ces signaux sont dits instructifs, car ils sont
capables d’induire les genes pancréatiques, comme PDX1, dans d’autres domaines de
I’endoderme. De plus, des amas de cellules productrices d’insuline, ressemblant a des flots,
apparaissent lorsque 1’endoderme est mis en culture avec du mésoderme latéral. Cependant,
les mécanismes moléculaires ne sont pas encore déterminés, mais il semblerait que les

protéines activins et BMPs puissent jouer un role dans I’induction des bourgeons dorsal et

ventral.

A

Tube neural

dorsal ectoderme

mésoderme

ventral > 2N

C D oo

dorsal ventral *

mésoderme
latéral

[CUER N
ActR  FGFR \‘\\‘\

N FGF2
Shh .
mésoderme
* cardiaque

bourgeon dorsal
PDX1

Figure 7 : Signaux extra-cellulaires induisant le développement du pancréas. A- Représentation d’un
embryon de souris a e8,5. Les territoires présomptifs du pancréas sont représentés par des points noirs. B- Une
section transversale au niveau de la fleche en A montre 1’influence des tissus mésodermiques adjacents dans le
développement pancréatique. C- La notochorde envoie des signaux permissifs a I’endoderme du futur bourgeon
dorsal. Ceux-ci inhibent I’expression de Sonic Hedehog (Shh), conduisant a la différenciation pancréatique. Les
aortes, latérales a la notochorde a ce stade, fusionneront de fagon médiane et prendront ensuite le relais. D- Les
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bourgeons ventraux recoivent I’influence instructive du mésoderme latéral, alors que le mésoderme cardiaque
induit le développement hépatique au détriment de celui du pancréas. L’ectoderme est coloré en bleu, le
mésoderme en rose et I’endoderme en jaune.

1V.2.2.2 Les facteurs intra-cellulaires

Bien qu’ils forment le méme tissu mature, le programme de différenciation développé
dans les deux bourgeons est différent. L’induction de I’expression de genes pancréatiques
apparait d’abord au niveau ventral a 8,5 chez la souris, et 12 a 16 heures plus tard au niveau
dorsal '¥’. De plus, les signaux extra-cellulaires different ventralement et dorsalement, comme
vu précédemment. Enfin, des études d’inactivation génique chez la souris nous ont apporté de
nombreuses informations, étant donné que 1’inactivation de certains genes démontrent un
phénotype dorsal ou ventral.

La protéine a homéobox Hb9 (codée par le gene hlxb9) est exprimé au niveau de I’endoderme
pancréatique peu de temps apres la formation des bourgeons, et son expression est limitée aux
flots plus tardivement **'*, Bien qu’il soit exprimé dans le bourgeon dorsal et ventral, seul ce
dernier se forme dans les souris mutantes. Cependant, Hb9 étant également exprimé dans le
notochorde, connue pour promouvoir le développement du pancréas dorsal, le role de Hb9
pourrait &tre indirectement lié 4 son expression dans les bourgeons pancréatiques '**. La
différenciation endocrine est, quant a elle, faiblement touchée au niveau ventral chez ces
souris mutantes, malgré le role de Hb9 dans la maturation des cellules 3. En effet, les ilots
sont plus petits par rapport aux souris sauvages, mais les quatre types cellulaires endocrines
sont présents °*'%’,

Une étude récente a déterminé le role précoce du facteur de transcription de type bHLH
« Pancreas Transcription Factorla » (Ptfla) au cours du développement pancréatique. Elle a
démontré que cette protéine, initialement décrite comme acteur important de la différenciation

exocrine '

%, possede un rdle précoce et fondamental dans les premieres phases du
développement pancréatique '*'. Chez les souris déficientes pour Ptfla, le bourgeon dorsal se
forme normalement, alors que le bourgeon ventral ne se forme pas. De plus, les cellules

rogénitrices nulles pour Ptfla se différencient en cellules intestinales '*'. L’expression de
prog p p
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Ptfla peut, par conséquent, orienter la différenciation vers la formation de cellules

pancréatiques ou intestinales.

IV.2.3 Prolifération de 1’ébauche pancréatique : role des intéractions mésenchyme-

épithélium

Apres le bourgeonnement, 1’ébauche pancréatique (dorsale et ventrale) commence a
croftre et se ramifier, tout en fusionnant en un seul organe. L’épithélium en prolifération est
entouré de cellules mésenchymales et des expériences de culture en explant ont souligné
I’importance du mésenchyme pour la croissance et la différenciation (exocrine) ', A
I’heure actuelle, au moins quatre facteurs du mésenchyme sont connus pour &tre nécessaires a
la croissance de 1’ébauche pancréatique.

Le premier facteur est « Isletl » (Isll), facteur de transcription de la famille des protéines a
homéodomaine LIM. En effet, les souris mutantes pour Isll n’ont pas de mésenchyme, et
I’expression de PDX1 dans I’épithélium dorsal adjacent est réduite '*. In vitro, le bourgeon
dorsal mutant ne se différencie pas en cellules exocrines, alors qu’il y parvient lorsqu’il est
co-cultivé avec du mésenchyme sauvage. Cela démontre I’importance de 1’expression de Isll,
et plus généralement du mésenchyme, au cours du développement pancréatique. Un
phénotype identique est observé chez les souris mutantes pour la N-cadherine, qui est aussi
exprimée dans le mésenchyme dorsal pancréatique et requis pour son développement '*.

Le second facteur est Pbx1. Pbx1 est un facteur de transcription a homéodomaine membre de
la famille TALE (« Three-amino acid loop extension ») '>'. Un phénotype similaire a celui
de Isll, mais moins sévere, est observé chez des embryons de souris invalidées pour le gene
Pbx1. Comme pour les souris Isl1-/-, les embryons Pbx1-/- présentent une hypoplasie sévere
du pancréas dorsal (due a une désorganisation du mésenchyme), associ€ a un défaut de la
différenciation exocrine et endocrine '¥’. De nouveau, I’épithélium dorsal des souris Pbx1-/-
mis en culture avec du mésenchyme pancréatique dorsal de souris sauvage retrouve une
différenciation exocrine, reflétant I’importance de I’expression de Pbx1 dans le mésenchyme.

Etant donné que PDX1 et Pbx1 forment un complexe se fixant sur I’ADN de leurs genes
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cibles '®""", Ie rdle de Pbx1 au cours du développement pancréatique pourrait &tre directement
lié a son association avec PDX1. Afin de déterminer 1’'implication de cet hétérodimere lors du
développement du pancréas, Dutta ef al. ont créé une souris transgénique exprimant, sous
contrdle du promoteur PDX1, une forme mutée de PDX1 ', Cette mutation empéche la
dimérisation avec Pbx1 et révele le role direct de cet hétérodimere. Croisée dans un fond
génétique nul pour PDX1, ce transgene ne parvient que partiellement a rétablir la croissance
pancréatique. Ce résultat, ainsi que 1’observation que le pancréas ventral des souris Pbx1 est
modérement hypoplasique 7, suggerent que PDX1 induit la prolifération épithéliale en partie
par interaction avec Pbx1, impliquant ce facteur de transcription dans la prolifération
pancréatique.

Un autre facteur mésenchymal intervenant dans la croissance épithéliale est le FGF-10. Les
souris mutantes pour FGF-10 ont une hypoplasie du pancréas ventral et dorsal, dii a une
diminution de la prolifération épithéliale . A ’inverse, une souris transgénique surexprimant
le FGF-10 démontre une hyperplasie pancréatique li€ée a une forte prolifération des cellules
épithéliales, et une inhibition de la différenciation du pancréas endocrine '™. Ces données
confirment I’importance de la signalisation par le FGF au cours du développement
pancréatique.

D’autres signaux du mésenchyme regroupent les membres de la famille de I’EGF. En effet,
les souris invalidées pour le récepteur a ’EGF ont une diminution modérée de la croissance
pancréatique ' mais I’EGF induit la prolifération des cellules épithéliales in vitro '7°.

L hypoplasie observée chez ces différents mutants est accompagnée d’une diminution de
I’expression de PDX1, exception faite des souris Pbx1-/-. Comme vu précédemment, le
pancréas des souris invalidées pour PDX1 arréte sa croissance/prolifération apres le
bourgeonnement, suggérant un role fondamental de PDX1 lors de la prolifération épithéliale
P13 Cependant, PDX-1 n’est pas exprimé dans le mésenchyme bordant les bourgeons

pancréatiques "'

, suggérant un role direct de PDX1 dans la prolifération des cellules
épithéliales. De plus, le mésenchyme pancréatiques des souris PDX1-/- ne présente pas de
défaut de développement '“’. Afin de mieux définir le role de ce facteur de transcription au

cours de la prolifération pancréatique, Holland et al. ont remplacé la séquence codante de
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PDX1 par celle de la protéine transactivatrice inhibée par la tetracycline (tTA), créant une
souris nulle pour PDX1 ', IIs ont ensuite croisé cette souris avec une souris transgénique
exprimant PDX1 sous le controle de 1’élément de réponse a tTA. Dans cette souris a la fois
mutante et transgénique pour PDX1, I’expression de PDX1 peut donc étre controlée au cours
du développement par injection de tetracycline. Sans tetracycline, la protéine tTA va activer la
transcription de PDX1, restaurant 1’expression de PDX1 dans la souris nulle. En inhibant
I’expression de PDX1 apres la formation du bourgeon par injection de tétracycline, Holland e?
al. ont constaté que la fonction de PDX1 est requise de maniere continue au cours du

développement pancréatique pour la prolifération de 1’épithélium.

1V.2.4 Différenciation des cellules endocrines et exocrines

La différenciation des différents types cellulaires commence avant méme la formation
des bourgeons. Pendant cette phase précoce (de €9,5 a el2,5), la majorité des cellules
endocrines formées sont les cellules o.. Ensuite, pendant la transition dite secondaire, les
cellules endocrines se différencient de maniere exponentielle, avec une majorité de cellules 3
' Les cellules endocrines vont ensuite migrer de 1’épithélium et s’agréger pour former les
ilots. Des études cinétiques ont démontré que les cellules endocrines se différenciaient tout au
long du développement embryonnaire '”°. Les premiers signes de différenciation exocrine
apparaissent au cours de la transition secondaire a el0 avec 1’expression du facteur de

' Concernant la différenciation des cellules ductales, tres peu

transcription Ptfla
d’informations sont disponibles (figure 8). Comme décrit précédemment, toutes les cellules
pancréatiques adultes dérivent des cellules progénitrices exprimant PDX1. Pendant la
prolifération des bourgeons pancréatiques, PDX1 est exprimé de maniere uniforme, puis son
expression se limite aux cellules B et plus faiblement dans les précurseurs indifférenciés '*"'%.
De plus, I'inactivation de PDX1 apres la formation du bourgeon pancréatique, en utilisant le
systeme tTA "7, empéche la différenciation des flots et acini. Cela suggere que le role général

de PDX1 au cours du développement pourrait refléter également un role dans les cellules

progénitrices ou souches.
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Figure 8 : Différenciation des cellules endocrines et exocrines. Les cellules précurseurs exprimant PDX1 et
Ptfla donneront naissance aux cellules exocrines et endocrines. Par la suite, certains génes sont nécessaires a la
différenciation exocrine (Ptfla) ou endocrine (ngn3). Ngn3 induit I’expression de NEURODI, Isll puis Pax6.
D’autres facteurs de transcription sont spécifiquement requis pour un type cellulaire, comme Nkx6.1, Nkx2.2.

1V.2.4.1 Différenciation des cellules endocrines

1V.2.4.1.1 Initiation de la différenciation endocrine

Excepté PDXI, un régulateur-clé du développement endocrine est la protéine de type
bHLH Neurogenin3 (ngn3), exprimée exclusivement dans les précurseurs des cellules
endocrines, et régulée négativement lors de la différenciation *>'*, Le fait que son expression
soit absolument nécessaire pour le développement des flots '** suggere que ngn3 induise, chez
les cellules progénitrices exprimant PDX1, le choix cellulaire vers la formation de cellules
endocrines. De plus, une expression ectopique de ngn3 est suffisante pour induire la
différenciation endocrine dans 1’ensemble de 1’épithélium du tube digestif '*°. Ngn3 est
normalement exprimé dans quelques cellules dispersées de 1’épithélium, et sa surexpression
dans 1’ébauche pancréatique, en utilisant le promoteur de PDX1, provoque la formation d’un

pancréas constitué exclusivement de cellules endocrines "%,
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Ngn3 fait partie de la famille des facteurs ngn, également exprimés dans le systeme nerveux
central (SNC) et possédant une fonction pro-neural '*. Dans le SNC en développement,
I’expression de ces genes est controlée par inhibition latérale, menant a la formation, a partir
de cellules initialement équivalentes, de cellules progénitrices neuronales exprimant la ngn,
entourées de cellules non-neuronales. Le contrdle latéral est régulé par la voie de signalisation
Notch-Delta. Lorsque cette voie est abrogée, la différenciation neuronale a lieu dans une
région non limitée '*’. Ce paradigme peut également étre appliqué au pancréas (figure 9). Les
souris déficientes pour la protéine Deltal, ligand se fixant au récepteur Notch, pour la
protéine RBPJk, partenaire se fixant a I’ADN suite a I’activation de la voie Notch, ou encore
pour la protéine Hesl, gene cible de Notch, démontrent un phénotype proche de celui
correspondant a une surexpression de ngn3 (induction de la différenciation précoce des
cellules endocrines) '"**'®. Ces expérimentations identifient ngn3 comme une cible négative de

Notch, tout comme le démontre 1’analyse du promoteur de ngn3 '*.

Cellule exocrine I_ Cellule endoctrine

Figure 9 : Voie de signalisation par Notch-Delta. La voie Notch implique une signalisation entre cellules via

des récepteurs membranaires codés par le géne Notch et des ligands membranaires, codés par le gene Delta.
L’activation suite a l’interaction ligand-récepteur résulte en un clivage du récepteur, libérant la partie
intracellulaire (IC) active. IC interagit avec le facteur de transcription RBP-Jk, activant la transcription du gene
HES. Ce gene code un facteur de transcription bHLH, répresseurs des genes ngn et donc de la différenciation
endocrine. En revanche, la cellule exprimant le ligand Delta exprimera ngn3, et se différenciera en cellule
endocrine.
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Ngn3 est également régulé positivement par HNF6, exprimé dans le tube digestif en
développement. Les souris mutantes pour HNF6 n’ont pas ou peu de cellules exprimant ngn3,
et accumulent a la place des cellules épithéliales non différenciées '*. Cependant, I’inhibition
de la différenciation endocrine n’est que temporaire chez ces souris HNF6-/-, puisque les ilots
commencent a se former apres la naissance.

D’autres facteurs de transcription jouent des roles fondamentaux lors de la différenciation des
cellules endocrines. En absence du facteur de transcription a homéodomaine Pax6, connu
pour &tre en aval de Isl1 ' et exprimé initialement dans tous les types de cellules endocrines,
le développement des lignées endocrines est affecté '*>'**. Un phénotype semblable apparait
apres inactivation du facteur de transcription de type bHLH NEUROD/BETA1 . La
protéine Pax4, d’un autre coté, est nécessaire a la formation de cellules 3 et d mature (sosa-
pineda nature 1997 399). Il est intéressant de noter que, dans les doubles mutants Pax4-/-

9 Deux membres de la famille Nkx

;Pax6-/-, aucune cellule endocrine n’est présente
(Nkx2.2 et Nkx6.1) sont impliqués dans la différenciation des cellules 3, et bien que non
requis pour la spécification des cellules {3, ils sont nécessaires a leur différenciation terminale

195,196

(figure 8).

IV.2.4.1.2 Formation des flots de Langerhans

Les cellules endocrines se forment dans la partie distale des bourgeons épithéliaux
ramifiés du pancréas et quittent I’épithélium a €16,5. Elles migrent dans le mésenchyme et
s’agrégent pour former les flots de Langerhans. Des expériences de chimeres d’agrégation
chez la souris ont montré que les flots sont d’origine polyclonale '”’. Leur architecture,
conservée, semble &tre importante pour 1’homéostasie du glucose '*’. Les cellules productrices
d’insuline sont au centre des ilots, alors que les cellules a glucagon, somatostatine et PP, sont
a la périphérie.

La formation des flots est dépendante des molécules d’adhérence et de la capacité des cellules
a digérer la matrice extracellulaire. Cette derniere propriété est conférée par les

métalloprotéases, dont au moins deux sont exprimées dans le pancréas, MMP-2 et -9 ', De
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plus, leur inhibition perturbe la formation des flots. Les MMP sont induites par I’EGF et peut-
&tre par les membres de TGFP ''**. Les flots de souris dont la voie de signalisation de I'EGF
est invalidée restent a proximité des canaux '”. Les intégrines avf3 et avp3, deux protéines
transmembranaires qui permettent 1’adhérence des cellules a la matrice extracellulaire,

9 Les interactions entre cellules

facilitent aussi la migration des cellules endocrines
endocrines jouent aussi un role dans 1’organisation des ilots. Ces interactions sont controlées
par deux grandes familles de protéines : les cadhérines qui relayent les interactions
dépendantes du calcium, et les « cell adhesion molecules » (CAM), qui en est indépendante.
Les cadhérines E-, N- et R- sont exprimées dans les ilots et une forme dominante négative de
la E-cadhérine empéche 1’agrégation des cellules endocrines '*. En I’absence de N-CAM, les
cellules o perdent leur localisation périphérique et se mélangent aux cellules B "“7'*. Les
mécanismes intracellulaires qui coordonnent 1’expression des molécules d’adhérence et, par
conséquent, la migration, sont méconnus. L’expression ectopique de ngn3 dans I’intestin gréle
promeut le bourgeonnement pancréatique dans le mésoderme et 1’agrégation en flots de

cellules endocrines. Il est donc possible que la différenciation endocrine et la formation des

ilots soient liées ',

1V.2.4.2 Différenciation des cellules exocrines

La proportion entre cellules endocrines et exocrines est réglée par des protéines
sécrétées. L’inhibition de la voie du TGFf a pour conséquence une prolifération des cellules
exocrines. Par exemple, la follistatine, inhibiteur du TGFf sécrété par le mésenchyme
pancréatique, augmente le nombre de cellules exocrines aux dépens des cellules endocrines
200‘

Le facteur de transcription Ptfla joue €galement un role important lors de la différenciation
exocrine. Ptfla a été isolé comme un régulateur transcriptionnel de 1’expression de genes
exprimés dans les acini, et son expression a été décrite comme spécifique du pancréas
exocrine '®. En adéquation avec un role de Ptfla dans 1’activation de gene exocrine, le

pancréas dorsal des souris mutantes pour Ptfla n’a pas de cellules acineuses '®.
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Horb et Slack ont traité 1’ébauche pancréatique par 1’aphidicolin, inhibiteur de la synthese
d’ADN *'. Cette manipulation bloque completement la différenciation exocrine et stimule la
différenciation endocrine. Dans d’autres cas, les bourgeons précoces mis en culture avec le
mésenchyme entourant la région pancréatique subissent la différentiation exocrine ******. Des
études in vitro ont également impliqué I’EGF et le FGF comme signaux du mésenchyme qui
promeuvent la prolifération et la différenciation exocrine **”. De ce travail a émergé un
modele dans lequel les cellules exprimant PDX1 seraient des cellules souches bipotentielles :
en présence de mitogene ou de I’activité de Notch, les cellules proliferent et sont disponibles
par la suite pour une différenciation soit endocrine ou soit exocrine ; si les cellules échappent
a ces signaux, elles expriment ngn3 et subissent la différenciation endocrine.

En résumé, le développement du pancréas est régulé de maniere spatio-temporelle par de
nombreux facteurs extra- et intra-cellulaires (figure 10). Ces facteurs sont absolument requis

pour I’élaboration d’un organe fonctionnel ayant de fonctions métaboliques primordiales.

RA,
FGF4
BMPs Ré&gi lisati
égionalisation
———————————————— # Endoderme de I'endoderme
|
I
I FGF2 Activin-pB Spécification
| FG +Shh de I'endoderme
| (notochorde)
|
| 1
Mesoderme | H Shh
latéral | !
I
} : Pancréas
| 1 PDX1
| 1
| 1
I ! FGF PP
Proliférat
: : EGF VEGF rolieraton
! ! (mésenchyme) (aorte)
 J !
bourgeon ventral PDX1, Ptfla bourgeon dorsal
+Notch -Notch o o
PtHa ) ngn3 Différenciation
Follisatine ' RA
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exocrine ductale endocrine

Figure 10 : Les étapes du développement du pancréas. Une région endodermique du tube digestif, soumis a
des signaux mésodermiques, comme les « Bone Morphogenic Protein » (BMPs), le FGF4, I’acide rétinoique
(RA), donnera naissance aux bourgeons pancréatiques. Cette région n’exprime pas la protéine Sonic Hedgehog,
dont I’expression est réprimée par le FGF ou les membres de la famille du TGFp. Les cellules épithéliales des
bourgeons pancréatiques, exprimant PDX1, proliferent sous I’influence de nombreux facteurs de croissance
sécrétés par le mésenchyme pancréatique, comme le FGF et I’EGF. Ces cellules exprimeront également Ptfla,
nécessaire a la différenciation exocrine et endocrine. Par la suite, les cellules épithéliales se différencient en
cellules endocrines, exocrines et ductales. Pour ces dernieres, les mécanismes de différenciation restent
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inconnus, mais il semblerait que 1’acide rétinoique soit impliqué. En revanche, I’inhibition latérale de la voie de
signalisation Notch permettra I’expression du facteur de transcription ngn3, entrafnant une différenciation
endocrine. La follistatin, inhibiteur de la voie du TGFp, ainsi que le FGF favorisent la différenciation exocrine.
Les signaux extra-cellulaires sont indiqués en rouge.

IV.3 Roles du pancréas

IV.3.1 La fonction exocrine

Le pancréas exocrine a pour fonction de synthétiser le suc pancréatique, liquide
alcalin riche en proenzymes et enzymes. Les proenzymes et enzymes pancréatiques sont
sécrétées par les acinus. Elles hydrolysent les trois types d'aliments dans la lumiere du
duodénum, appelé processus de digestion intraluminale. Les lipases, enzymes nécessaires a la
digestion des graisses et synthétisées uniquement dans le pancréas, et I'amylase sont libérées
sous leur forme active. En revanche, les enzymes protéolytiques sont sécrétées sous leur
forme inactive (afin d’empécher l'autodigestion des tissus), le trypsinogene et le
chymotrypsinogene. Sous l'action de 1'entérokinase, enzyme sécrétée par le plateau strié des
entérocytes, le trypsinogene et le chymotrypsinogene sont respectivement transformés en
trypsine et chymotrypsine, formes actives des enzymes. Le pancréas synthétise également des
ribonucléases et désoxyribonucléases.

L'eau et les bicarbonates sont sécrétés par les canaux pancréatiques. La sécrétion du suc
pancréatique est sous controle nerveux (ortho et parasympathique) et hormonal. Les fibres
cholinergiques du systeme parasympathique (pneumogastrique) provoquent la sécrétion d'un
suc riche en enzymes (présence de terminaisons nerveuses au contact des acinus). De petits
ganglions nerveux sont d’ailleurs détectés au sein du parenchyme pancréatique. Les fibres
orthosympathiques proviennent, quant a eux, des ganglions coéliaques. Le role hormonal est
joué par des cellules endocrines situées dans les muqueuses pylorique et duodénale : 1'arrivée
du bol alimentaire dans l'estomac provoque la sécrétion de gastrine par les cellules endocrines
de la muqueuse pylorique, puis le chyme gastrique libéré par le pylore déclenche la sécrétion

de cholécystokinine (CCK, appelée aussi pancréozymine) par les cellules endocrines du
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duodénum. La gastrine et la cholécystokinine provoquent enfin 1'extrusion des grains de
zymogene par les acinus (proenzymes et enzymes). D'autre part, 1'acidité du chyme gastrique
induit la sécrétion de la sécrétine duodénale, provoquant la libération d'eau et de bicarbonates
par les canaux pancréatiques, ayant pour effet de neutraliser 1'acidité du chyme et de permettre

ainsi l'action des enzymes pancréatiques.

1V.3.2 La fonction endocrine

1V3.2.1 Généralités

Les flots de Langerhans sont tres nombreux (1 a 2 millions) mais ne représentent que
1/100°™ de la masse pancréatique. Ils sont situés au sein du parenchyme exocrine, sans
séparation nette avec ce dernier (non encapsulés). Les flots sont parcourus par de nombreux
capillaires sanguins (réseau insulaire) et richement innervés. Les cellules 8 a insuline sont les
plus nombreuses (70% environ des cellules endocrines). L'insuline est une hormone
hypoglycémiante, stimulant la captation de glucose par les hépatocytes (qui le stockent sous
forme de glycogene, processus appelé glycogénogenese) mais aussi par les cellules
musculaires striées et par les adipocytes. La régulation de la sécrétion des cellules a insuline
est triple : métabolique (par la glycémie, figure 11), nerveuse (par les fibres ortho et
parasympathiques) et hormonale (gastrine, sécrétine, CCK, glucagon like peptide 1 (GLP-1),
somatostatine, glucocorticoides...).

Les cellules a (20% environ des cellules insulaires) sont plus volumineuses et souvent situées
en périphérie des flots. Elles sécretent le glucagon, hormone hyperglycémiante (augmentation
du taux de glucose sanguin) en agissant essentiellement sur les hépatocytes (gluconéogénese
et glycogénolyse). Comme les cellules 3, les cellules o sont sous un triple contrdle
métabolique, nerveux et hormonal.

Les cellules a somatostatine (5 a 10%) sont les cellules 6. Ce sont de petites cellules
dispersées entre les cellules a glucagon, elles exercent sur ces dernieres une action inhibitrice

selon un mode paracrine.
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Par ailleurs, il existe des cellules endocrines insérées dans les constituants du parenchyme
exocrine (acinus et canaux pancréatiques), par exemple les cellules a gastrine, a sérotonine, a
PP (polypeptide pancréatique). Tout comme les cellules endocrines gastro-intestinales, ces

cellules appartiennent au systeme endocrinien diffus.

1V3.2.2 L’insuline

1V3.2.2.1 La sécrétion d’insuline

La glycémie est étroitement régulée par plusieurs systtmes hormonaux permettant de
maintenir une valeur stable, fluctuant autour de 1g/l (SmM). Si plusieurs hormones, dites de
contre-régulation, agissent de maniere complémentaire pour augmenter la concentration
sanguine de glucose (glucagon, adrénaline, cortisol, hormone de croissance), I’insuline,
sécrétée lors d’une €lévation de la glycémie, est la seule hormone hypoglycémiante.
Physiologiquement, le glucose est le seul stimulus provoquant la sécrétion d’insuline. Cette
sécrétion est rapidement et étroitement régulée en fonction de 1’hyperglycémie. Cependant, de
nombreux autres facteurs métaboliques viennent moduler la réponse sécrétoire, soit en
I’amplifiant, comme les hormones (glucagon, « gastric inhibitory polypeptide » (GIP), GLP-
1, CCK), les nutriments (fructose, certains acides aminés et acides gras, corps cétoniques et
certains neuromédiateurs (acétylcholine), soit en la diminuant comme les catécholamines, la
galanine et la somatostatine.

La sécrétion d’insuline résulte d’une cascade de réactions engendrées par le métabolisme
intra-cellulaire du glucose (figure 11). Le glucose pénetre dans la cellule grace au transporteur
Glut-2. La premiere étape du catabolisme implique 1’enzyme glucokinase, entrainant la
glycolyse et la production d’ATP. La glucokinase est une enzyme clé car elle constitue 1’étape
limitante de la glycolyse dans les cellules . Une diminution de son activité, suite a des
mutations de son gene, est a I’origine d’une forme de diabete, le MODY2. L’augmentation
du rapport ATP/ADP provoque la fermeture des canaux potassiques sensible a I’ATP (K*

ATP), complexe hétéromultimérique constitué de quatre sous-unités « récepteur des
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sulfonylurées » (SUR-1) entourant quatre sous-unités « inward rectifying potassium channel »
(Kir6.2). La fermeture de ces canaux entraine une accumulation intracellulaire de K,
entrainant une dépolarisation membranaire, ouvrant les canaux calciques voltage-dépendants.
Le Ca2+ entre alors massivement dans la cellule. L’augmentation de Ca2+ dans la
mitochondrie induit la sécrétion de I’inusline. Une autre voie régulant la sécrétion d’insuline,
encore hypothétique, est actuellement étudiée. L’augmentaion de Ca2+ intracellulaire
activerait le cycle de Krebs, menant a une élévation du glutamate mitochondrial. Celui-ci
passerait dans le cytoplasme et induirait la libération, par exocytose, de I’insuline. Le
glutamate pénétrerait dans les vésicules contenant I’insuline, modifierait leur potentiel
membranaire par acidification intravésiculaire et augmenterait I’ATP cytosolique. Ce
phénomene permettrait alors 1’appariement des protéines membranaires VSNARE
(vésiculaire) et tSNARE (cytoplasmique), permettant la fusion des membranes vésiculaires et
plasmiques et la libération du contenu vésiculaire.

D’autres voies intracellulaires, activatrices ou modulatrices (inositol phosphates,
diacylglycerol, AMP cyclique), régulent également de maniere plus ou moins importantes,

I’insulinosécrétion.

ATP

- < a( Fermeture
K des canaux Kt ATP dépendant PKC
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membranaire
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Figure 11 : Sécrétion d’insuline par les cellules  pancréatiques. Le glucose pénetre dans la cellule grace au
transporteur Glut-2. La premiere étape du catabolisme implique I’enzyme glucokinase, entrainant la glycolyse et
la production d’ATP. L’augmentation du rapport ATP/ADP provoque la fermeture des canaux potassiques

sensible a I’ATP (K* ATP). La fermeture de ces canaux entraine une accumulation intracellulaire de K,
entralnant une dépolarisation membranaire, ouvrant les canaux calciques voltage-dépendants. Le Ca2+ entre
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alors massivement dans la cellule, induisant la libération, par exocytose, de l’insuline. D’autres voies
intracellulaires, activatrices ou modulatrices (diacylglycerol, AMP cyclique), régulent également de maniere plus
ou moins importantes, I’insulinosécrétion. AMPc : AMP cyclique ; DAG : diacylglycerol ; Glut-2 : glucose
transporter 2 ; PKA : protéine kinase A ; PKC : protéine kinase C ; PLC : phospholipase C ; R : récepteur.

IV3.2.2.2 Les voies de signalisation de 1’insuline

L’insuline joue un role majeur dans la mise en réserve des substrats glucidiques et
lipidiques (figure 12). Ses effets résultent de sa liaison a un récepteur membranaire spécifique

exprimé en priorité sur ses trois tissus cibles, le foie, le muscle et le tissu adipeux.

Transport du glucose
{musle et tissu adipeux)

Lipogénése
(foie et tissu adipeux)

Glycogénogénése
(foie et muscle)

Synthése protéique
(toutes les cellules)

Expression génique
(toutes les cellules)

Apoptose
(toutes les cellules)

Synthése d'ADN
(toutes les cellules)

Figure 12 : Effets pléiotropiques de ’insuline. En ce fixant sur son récepteur spécifique, 1’insuline exerce ses
effets dans de nombreux tissus, ses trois principaux tissus cibles étant le foie, le tissu adipeux et le muscle.

IV.3.2.2.2.1 Le récepteur a I’insuline

Le récepteur de I’insuline (IR) appartient a la famille des récepteurs de facteur de
croissance possédant une activité tyrosine kinase dans leur domaine intracellulaire (figure 13).

Cette famille inclut également le récepteur de I'IGF-1 (« Insulin-like Growth Factor-1 ») et de
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I'IRR (« Insulin Receptor-Related ») ***. Ces récepteurs sont formés de deux chafnes o
extracellulaires reliées par des ponts disulfure a deux chaines § transmembranaires,
fonctionnant comme une enzyme allostérique dans laquelle la sous-unité a inhibe 1’activité
tyrosine kinase de la sous-unité 3. La fixation de I’insuline sur la sous-unité¢ o mene a la
dérépression de 1’activité kinase de la sous-unité B et un changement conformationnel
augmentant 1’activité kinase ***. Les récepteurs de ’insuline, de I'IGF-1 et de I'IRR peuvent

former des hybrides fonctionnels, et une mutation inhibitrice chez 1’un de ces récepteurs peut

donc inhiber 1’activité des autres .

IV.3.2.2.2.2 La transmission du signal insulinique

La transmission du signal insulinique dans la cellule met en jeu des modules
protéiques de reconnaissance présents sur les protéines de substrats et capables de les
positionner a proximité du récepteur activé. Au moins 9 substrats intracellulaires communs
aux récepteurs de I’insuline et de I'IGF-1 ont été identifiés. La premiere famille, qui compte
quatre membres, est celle des IRS (« Insulin Receptor Subbstrate ») **°. D’autres substrats
incluent Gab-1, p60dok, Cbl, APS et des isoformes de Shc *’. Les tyrosines phosphorylées de
ces substrats servent de point d’ancrage pour d’autres protéines contenant un motif SH2
(« Src-Homology-2 »). De nombreuses protéines a domaine SH2 sont des molécules
adaptatrices, comme la sous-unité régulatrice p85 de la Phosphatidyl-Inositol (3) kinase
(PI(3)K) et Grb2, ou CrkII, qui activent des petites protéines G par fixation sur des facteurs
d’échange de nucléotide. D’autres protéines SH2, comme la phosphotyrosine phosphatase
SHP?2 et la tyrosine kinase cytoplasmique Fyn, sont elles-mémes des enzymes. La fixation du
substrat a ces protéines SH2 permet la régulation de leur activité, ou dans certains cas leur
localisation sub-cellulaire.

L’une des principales voies de signalisation insulinique est celle de la PI(3)K (figure 13).
L’effet de I’insuline sur le transport du glucose, qui représente sans doute 1’un des effets les
mieux étudiés de I’hormone, montre la complexité de la signalisation insulinique. L’insuline

est capable d’induire la translocation, d’un compartiment intracellulaire vers la membrane
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plasmique, de vésicules contenant les transporteurs Glut-4, présentes dans les cellules
musculaires et les adipocytes (pour revue, voir '),

Il existe également une autre voie de signalisation par I’insuline, la voie MAP kinase, qui est
commune a de nombreux facteurs de croissance et permet d’activer I’expression génique et la

prolifération (figure 13). Les voies PI(3)K/PKB et MAP kinase sont interconnectées entre

elles et participent a I’activation I'une de I’autre.

=
[
SH2
R*S PK B/AKT
MEK
MAPK
* GSK3

Prolifération Synthése Anti- Translocation Synthésede

des protéines apoplose de Glut-4 glycogene

Figure 13 : Représentation schématique des principales voies de signalisation du récepteur a ’insuline. En
se fixant sur son récepteur spécifique, I'insuline exerce ses effets dans de nombreux tissus, ses trois principaux
tissus cibles étant le foie, le tissu adipeux et le muscle. IRS : insulin receptor substrate ; PTB : phosphotyrosine
binding ; SH2 : src homology 2 ; PI(3)K : phosphatidyl inositol 3 kinase ; Grb2 : growth factor receptor-bound
protein 2 ; PKB/Akt : protein kinase B ; GSK3 : glycogen synthase 3 ; Shc : src homologous and collagen
protein.

IV.3.2.2.2.3 Contrdle négatif de la signalisation insulinique
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La fin du signal insulinique implique la dégradation de 1’hormone apres internalisation
du complexe hormone-récepteur dans les endosomes. La majorité des récepteurs est recyclée
au niveau de la membrane. Dans les conditions physiologiques, les récepteurs nouvellement
synthétisés permettent de restaurer un nombre normal de récepteurs sur la cellule. En
revanche, en présence d’hyperinsulisme persistant, les cycles d’internalisation/recyclage
peuvent aboutir a une diminution du nombre de récepteurs a la surface, processus de
régulation négative participant de facon secondaire a I’installation de la résistance a 1’insuline.
La déphosphorylation des résidus tyrosine du récepteur et des protéines IRS requiert des
protéines tyrosine phosphatases (PTPase), comme la PTP1B cytoplasmique, ou la LAR
(« Leukocyte common Antigen Related molecule ») membranaire. Les souris invalidées pour
PTP1B démontrent une augmentation de la phosphorylation des tyrosines de I’IR et des IRS
dans le muscle, menant & une augmentation de la sensibilité a I’insuline *"'. De plus, une
augmentation de 1’activité PTPase dans les muscles de patients diabétiques a été observée et
participerait a I’insulinorésistance dans ce tissu. Ces résultats impliquent PTP1B comme une

cible thérapeutique potentielle dans le traitement du diabete.

IV.4 Maladies liées au dysfonctionnement pancréatique

IV.4.1 Le diabete

Le diabete sucré est I’'une des maladies les plus répandues a travers le monde (le
diabete de type 2 atteint 6% de la population aux Etats-Unis, en Europe et dans les pays a
culture occidentale), pouvant entrainer des complications principalement cardio-vasculaires.
Le diabete sucré n’est pas une maladie homogene. 1l s’agit en fait d’un ensemble hétérogene
de désordres métaboliques qui, néanmoins, ont comme caractéristique commune de permettre
I’installation d’une hyperglycémie chronique. La cellule 3 et son produit de sécrétion,
I’insuline, joue un rdle central dans la physiopathologie des diabetes. La classification

étiologique proposée par I’OMS comporte actuellement quatre groupes : les diabetes de type

{2



1, de type 2, gestationnel et un ensemble de diabete d’étiologie diverse, rangés sous la

classification « autres types spécifiques de diabetes » (tableau 1).

Tableau 1 : Classification des différents diabetes sucrés.

|. Diabéte de type 1
A. Auto-immun

B. Idiopathique

Il. Diabéte de type 2

lll. Autres types de diabéte

A. Dysfonctionnement des cellules g d'origine génétique
1. Mutation du géne HNF-4o (MODY1)
. Mutation du géne de la glucokinase (MODY2)
. Mutation du géne HNF-1o (MODY3)
. Mutation du géne PDX1 (MODY4)
. Mutation du géne HNF-1p (MODY5)
. Mutation du géne NEUDOD1 (MODY6)
. Mutation de I'ADN mitochondrial
Autres
B. Défaut d'activité de l'insuline d'origine génétique
1. Insulinorésistance de type A
2. Lepréchaunisme
3. Syndrome de Rabson-Medenhall
4. Diabéte lipo-atrophique
5. Autres
C. Maladies exoctines du pancréas
. Pancréatite
. Pancréatectomie/traumatisme
. Gancer
. Mucoviscidose
. Hémochromatose
. Fibrose et calculs pancréatiques
. Autres
docrinopathies
. Acromégalie
. Syndrome de Cushing
. Glucagonome
. Phéochromocytome
. Hyperthyroidie
. Somatostatinome

. Hyperaldostéronémie
. Autres

NI RWN

-~ M W N =

D.E

3

W~ D N =

E. Diabétes induits par les médicaments
1. Pentamidine

. Acide nicotinique

. Glucocorticoides

. Hormones thyroidiennes

. Diazoxide

. Agoniste f-adrénergiques

. Thiazidiques

. Phénytoine

. Interféron

10. Autres

O~ AN

F. Diabétes d'origine infectieuse
1. Rubéole congénitale
2. Infection a CMV
3. Autres

G. Formes rares d'origine auto-immune
1. Syndrome de I'homme raide
2. anticorps anti-récepteur de I'insuline
3. Autres

H. Autres syndromes d'origine génétique parfois

associés au diabéte
1. Trisomie 21

2. Syndrome de Klinefelter

3. Syndrome de Turner

4. Syndrome de Wolfram

5. Ataxie de Friedreich

6. Chorée de Hutington

7. Syndrome de Lawrence-Moon_Bied|

8. Dystrophie myotonique

9. Porphyrie

10. Syndrome de Prader-Willi

1V. Diabéte gestationnel

Le diabete de type 1 représente 15% de ’ensemble des diabetes, le diabete de type 2
80%, les autres formes étant plus rares (MODY, 5%) ou exceptionnelles (diabetes avec forte
insulinorésistance).

Le diabete de type 1, ou insulinodépendant, résulte d’un déficit primaire en insuline,
di a la destruction auto-immune des cellules .
Au cours du diabete de type 2 (ou diabete non insulinodépendant), les muscles squelettiques,
le foie et le tissu adipeux blanc sont devenus résistants a I’action de I’insuline. Par ailleurs,

’adaptation compensatrice des cellules 8 visant a produire plus d’insuline dans la circulation
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(I’hyperinsulinisme ayant pour fonction de compenser 1’insulinorésistance) n’est plus
suffisante pour assurer la normoglycémie, ce qui se traduit par un épuisement fonctionnel des
cellules B *'*. Le diabete de type 2 n’est lui-méme pas une maladie homogene, les diverses
variantes de diabete de type 2 correspondant a un éventail de combinaisons, en proportion
variables, des deux traits phénotypiques majeurs, 1’insulinorésistance et le déficit de la
production d’insuline. Cependant, certaines de ces variantes, simples et monogéniques,
touchent la capacité des cellules § de sécréter I’insuline, ce sont les MODY (Maturity Onset
Diabetes of the Young).

Indépendamment des mutations touchant les genes précités qui appartiennent au génome
nucléaire, des mutations du génome mitochondrial, rares elles aussi, sont sources d’anomalies

de fonctionnement des mitochondries et peuvent entrainer 1’apparition d’un diabete *°.

IV.4.2 Le cancer du pancréas

Les néoplasies pancréatiques regroupent plusieurs sous-types, incluant
I’adenocarcinome ductal (80 a 90% des cancers) et le carcinome des cellules acineuses, mais
également le plus rare néoplasme solide pseudopapillaire, le pancréatoblastome, le
cystadenome séreux, le cystadenocarcinome mucineux, le néoplasme intra-ductal papillaire
mucineux et des carcinomes indifférenciés. Le cancer du pancréas affecte approximativement
30000 personnes par an aux Etats-Unis, faisant de ce cancer la cinquieme cause de mortalité
par cancer aux Etats-Unis *'*. Sa fréquence a augmenté en Europe et en Amérique du Nord
durant ces dernieres décennies et, a l'inverse de certains carcinomes comme celui des
poumons, de I'estomac et de I'cesophage, son incidence est encore en augmentation avec un
taux annuel de 8-10 pour 100 000 personnes *. Le carcinome pancréatique représente une
préoccupation de santé publique majeure du fait de son aggréssivité. En effet, il est la cause
de plus de 6 000 déces par an en France *'°. Le cancer du pancréas exocrine évolue
habituellement d'une maniere asymptomatique jusqu'a un stade tres avancé. Pour cette raison,
il est rarement guérissable. Le plus fort taux de guérison a lieu si la tumeur reste localisée au

pancréas. Malheureusement, ce stade de la maladie ne représente que moins de 20% des cas et
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résulte en 20% de taux de survie au bout de cinq ans pour les patients dont la tumeur a été
completement éliminé, mais seulement 4% pour l'ensemble des patients. Des avancées dans la
compréhension des altérations génétiques de 1’adénocarcinome ont contribué a mieux
comprendre les différents processus impliqués dans le développement de ce cancer. Le cancer
pancréatique provient de 1’accumulation d’altérations génétiques hétérogenes, allant de
I’anomalie chromosomique a la mutation ponctuelle. L’analyse des changements génétiques
au niveau du chromosome a permis l’identification de nombreuses pertes et gains
chromosomiques. De plus, les analyses de mutations génétiques ont révélé des altérations
dans les genes suppresseurs de tumeurs et des genes de maintenance du génome, importants
pour la progression du cancer pancréatique. D’autres mécanismes ont également été
récemment décrits, comme la méthylation des ilots CpG, le raccourcissement des télomeres,

la réactivation télomérique et les instabilités des microsatellites (pour revue, voir *'7*'*),

IV.4.3 La pancreatite

La pancréatite correspond a une inflammation du pancréas. Elle peut étre chronique ou
aigie. Dans le cas de la pancréatite aigie , il s'agit de l'autodigestion du pancréas, utilisant ses
propres enzymes pour sa destruction. Le mécanisme par lequel les enzymes pancréatiques
s'attaquent a leur parenchyme d'origine est inconnu. Cependant, on peut retenir le schéma
suivant: normalement, les enzymes pancréatiques sont sécrétées sous forme de proenzymes
inactifs puis sont activées par des hydrolases intestinales. Au cours d'une pancréatite aigie,
les enzymes sont activées prématurément, dans le canal de Wirsung, et entrainent une
inflammation du parenchyme, qui peut aller du simple oedeme (pancréatite mineure) a la
nécrose hémorragique (pancréatite grave, de mauvais pronostic). Cette activation précoce
serait due a deux éléments : d'une part, un reflux du contenu duodénal vers le canal de
Wirsung, et d'autre part une hyperpression dans ce méme Wirsung. Ce mécanisme dit
"canalaire" est retrouvé dans les deux plus grandes causes de pancréatites aigies : la

migration des calculs biliaires via I'ampoule de Vater, et dans une intoxication éthylique
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aiguie, qui induit une hypertonie du sphincter d'Oddi et une augmentation des contractions
duodénales (favorisant ainsi le reflux).

Il existe un second schéma, qui fait intervenir la s€quence ischémie-nécrose: entrent dans ce
cadre physio-pathologique les pancréatites aigiies post-opératoires et traumatiques. Ils existent
de nombreuses autres causes a la pancréatite aigile, mais dont les mécanismes restent
inconnus. Une fois guérie, la régression des 1€sions est complete.

Contrairement a la pancréatite aigiie, la pancréatite chronique est caractérisée par des
altérations morphologiques et fonctionnelles irréversibles, dues a la formation d’une fibrose.
L’apparition de la pathologie et la progression de la pancréatite chronique sont déterminées
par la détermination du profil des cytokines inflammatoires persistant dans le tissu
pancréatique : TNF-a, IL-6, IL-8, PDGF, TGF-f. Il est intéressant de noter que le méme
profil de chimiokines est retrouvé dans le cancer pancréatique *"°. Il semble évident que la
pancréatite chronique a un effet stimulateur sur le développement du cancer pancréatique. La
pancréatite chronique peut étre considérée comme un environnement favorable et attractif
pour la croissance tumorale, facilitant I’instabilité génomique et stimulant I’angiogénese. Les
cellules inflammatoires, les chimiokines et cytokines, régulent la croissance, la migration et la

différenciation de tous les types cellulaires dans le microenvironnement tumoral, incluant les

cellules néoplasiques, fibroblastes, et cellules endothéliales.
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BUT DU TRAVAIL

I. Etudier la régulation de I’expression de LRH-1 au cours du
développement pancréatique chez la souris

Chez 1’adulte, LRH-1 est fortement exprimé dans le pancréas exocrine et plus
faiblement dans le foie et I’intestin, et joue un rdle crucial dans le métabolisme du cholestérol.
De plus, LRH-1 semble posséder des fonctions importantes dans le controle de 1I’expression
de genes impliqués dans le développement hépatique et pancréatique. Cependant, la
contribution et la fonction de LRH-1 dans le pancréas restent inconnues. Le but de ce travail
était donc d’étudier la régulation transcriptionnelle de LRH-1 au cours du développement
pancréatique, en utilisant des expérimentations in vitro (EMSA, ChIP in vitro et in vivo,

lignée rétrovirale, RNA1) ainsi que des modeles animaux (PDX-1 -/-).

I1. Etudier le role de E2F1 dans la prolifération du pancréas et le
diabete

E2F1 est principalement connu pour son role dans les mécanismes de prolifération
cellulaire et d’apoptose. Les fonctions physiologiques restent donc peu connues. Des études
d’inactivation génique de E2F1 ont démontré que ce facteur de transcription jouait un role
primordiale dans le développement du tissu adipeux. En effet, les souris E2F1 -/- ont peu de
tissu adipeux, dit a un défaut du processus d’adipogénese. Etant donné le lien direct entre les
métabolismes du glucose et des acides gras, nous avons voulu évaluer si E2F1 pouvait étre
impliqué dans I’homéostasie glucidique, en étudiant différents parametres li€s a ce
métabolisme, comme la sécrétion d’insuline et I’insulinorésistance chez les souris E2F1+/+ et

-/-.
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TRAVAUX PERSONNELS

I. Régulation de ’expression de LRH-1 au cours du
développement pancreatique

I.1 Résultats : publication 1 : «Pancreatic-Duodenal Homeobox 1 Regulates Expression of

Liver Receptor Homolog 1 during Pancreas Development », Molecular and Cellular

Biolology, Oct.2003, Vol. 23, No.19, p. 6713-6724
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1.2 Conclusion et Perspectives

Nous avons mis en évidence, dans cette étude, que I’expression de LRH-1 était
controlée par le facteur de transcription PDX1 au cours du développement pancréatique
jusqu’a e16,5-17. Bien que PDX1 soit également coexprimé avec LRH-1 dans le tube digestif,
nous n’avons pas observé de régulation dans ce tissu. Il semble donc que cette régulation soit
spécifique du pancréas, et ne s’exerce que pendant un temps donné (entre €8,5 et €16,5),
lorsque les deux protéines sont coexprimées au niveau cellulaire. En effet, a partir de el7,5,
LRH-1 est exprimé dans le pancréas exocrine, alors que PDX1 est confiné principalement
dans les cellules B. Malgré ces résultats, le role exact de LRH-1 dans le développement
pancréatique reste a définir, car les souris invalidées pour LRH-1 meurent in utero, rendant
impossible son étude au cours du développement pancréatique. Afin d’étudier le role de LRH-
1 dans le développement et la fonction du pancréas, nous avons donc généré des souris
contenant les exons 3 et 4 de LRH-1 flanqués de sites LoxP (figure 14). Ces souris floxées
sont actuellement croisées avec des souris exprimant la Cre recombinase sous le contrdle du
promoteur PDX1. Cette stratégie nous permettra d’inactiver I’expression de LRH-1 dans les
premiers stades du développement pancréatique, et d’étudier I’implication de ce récepteur
nucléaire dans la formation du pancréas. En parallele, les cellules souches embryonnaires
contenant les deux alleles de LRH-1 floxés sont en cours de génération. Ces cellules seront
ensuite transfectées avec la Cre recombinase, afin d’obtenir des cellules ES LRH-1 -/-. Ces
cellules ES LRH-1-/- permettront de générer des souris chimériques, afin de déterminer la
contribution de LRH-1 dans le développement de différents organes, notamment le pancréas.
Afin de déterminer le role de LRH-1 au cours de la différenciation endocrine, ces cellules ES
seront également soumises au protocole de différenciation in vitro permettant d’obtenir des

cellules productrices d’insuline
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Figure 14 : Génération des souris dont le gene LRH-1 est floxé. A- Schéma représentant le vecteur de ciblage
servant a introduire les sites LoxP au niveau de la région entourant les exons 3 et 4 du locus LRH-1. B- Schéma
représentant 1'intégration de la construction par recombinaison homologue dans les cellules ES. wt, allele
sauvage. Floxé, allele ayant intégré les sites LoxP. Les cellules ES ayant intégrées les sites LoxP ont ensuite été
injectées dans des blastocystes et ont donné naissance a des souris chimériques. Les souris chimériques

transmettant la modification dans leur lignée germinale ont ensuite été utilisées pour générer des souris
hétérozygotes puis homozygotes. L2 : 2 sites LoxP
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I1. Role de E2F1 dans la prolifération du pancréas et le diabete

II.1 Resultats : publication 2 : « Impaired pancreatic growth, $-cell mass and function in E2F1

-/- mice », Journal of Clinical Investigations, in press (2003)
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We evaluated the effects of E2F1 on glucose homeostasis using E2F1-/- mice. E2F1-/-
mice show an overall reduction in pancreatic size, as the result of impaired postnatal
pancreatic growth. These animals furthermore have dysfunctional -cells, linked to impaired
PDX-1 activity. Because of the disproportionate small pancreas and dysfunctional islets,
E2F1-/- mice secrete insufficient amounts of insulin in response to a glucose load, resulting in
glucose intolerance. Despite this glucose intolerance, E2F1-/- mice do not develop overt
diabetes mellitus because they are insulin hypersensitive, secondary to a diminished adipose
tissue mass and altered adipocytokine levels, which compensates for the defect in insulin
secretion. These data demonstrate that factors controlling cell proliferation, such as E2FI,

determine pancreatic growth and function, subsequently affecting metabolic homeostasis.

Introduction

Type 2 diabetes mellitus (T2D) is a prevalent disorder of glucose homeostasis
resulting from an imbalance between insulin secretion by pancreatic 3-cells and the sensitivity
of peripheral tissues to insulin (1). Insulin secretion can be affected by signaling and
transcription factors that are necessary for the proper differentiation and growth of the various
pancreatic cell types (2). Characterization of human mutations and studies in knock-out mice
identified several transcription factors playing important roles in endocrine pancreas
development, such as the insulin promoter factor 1 (IPF1 also known as PDX-1) (3), Nkx2.2
or Pax4 (4, 5), neurogenin 3 (6), or NeuroD (7). The importance of transcription factors in the
development of the pancreas was further underscored by the analysis of mutations in patients
with a monogenic type of diabetes known as maturity-onset diabetes of the young (MODY),
that is characterized by early age of onset, autosomal dominant inheritance, and impaired
insulin secretion. To date five MODY genes have been identified, four of which are
transcription factors. These include hepatocyte nuclear factor (HNF) 1A (8), HNF4A (9), and
HNFIB (10) that are responsible for MODY1, 3, and 5 respectively, IPF1/PDXI1 that
underlies MODY4 (11), and NeuroD, whose absence causes MODY6 (12). The remaining

gene that causes MODY?2 corresponds to the enzyme glucokinase (13). Furthermore, several
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signaling factors, such as fibroblast (14) or epidermal growth factors (15) together with their
respective receptors, sonic and indian hedgehog (16), as well as the notch signaling pathways
(17) have also been linked to pancreatic growth and morphogenesis.

Beside insulin secretion, insulin resistance, characterized by an impaired glucose
uptake in response to insulin by peripheral tissues, is the other important determinant for the
development of T2D. Several proteins have been implicated in the development of insulin
resistance including the insulin receptor (18-20), the glucose transporter Glut4 (21), the
insulin receptor substrate (IRS) 1(22, 23) and IRS2 (24), insulin growth factor 1 (25), protein
tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) (26), the p85a subunit of the phosphoinositide 3-kinase
(27), protein kinase C (28), and the peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARY) (29,
30).

E2F transcription factors are the effectors of the pathway that controls the G1/S
transition of the cell cycle. E2F DNA binding sites were found to be critical in the promoters
of genes involved in cell cycle progression, apoptosis, and DNA synthesis (for review see
(31-33)). When bound to DNA, they exist either as free E2F/DP heterodimers, or associated
in larger complexes containing members of the retinoblastoma family (pRB, p107, p130) and
members of the cyclin/cdk protein families. RB associates with all E2Fs except for E2F5 and
E2F6, whereas p130 associates specifically with E2F4 and E2FS5, and p107 complexes
exclusively with E2F4 (34). E2F complexes can act as repressors (large complexes) or as
activators (free heterodimers) of their target genes. Depending on the promoter context,
association of E2F with the pRB family members will either result in inhibition of E2F/DP
transactivation, or active repression through recruitment of histone deacetylases by the RB
family members (35-37). The role of the individual E2F family members has been established
based on both over-expression studies and the analysis of E2F-deficient mice and cells
(reviewed in (38, 39)). These studies show that E2F1-3 play a key role in the activation of
E2F-responsive genes and therefore the induction of cellular proliferation. In contrast, E2F4
and E2F5 appear to be primarily involved in the repression of target genes and are particularly
relevant for the transition between cell proliferation to differentiation (40-42).

We recently described that E2F1 favors adipocyte differentiation and fat formation

7-



(43). Since adipose tissue plays an important role in glucose homeostasis, we now evaluated
the role of E2F1 in this process. E2F1-/- mice have impaired insulin secretion in response to a
glucose challenge due to a defect in pancreatic growth and islet dysfunction. E2F1-/- mice
are, however, protected against the development of diabetes, because they are also insulin

hypersensitive, as a consequence of reduced adipose tissue mass.

Results and Discussion

Adipocyte differentiation is impaired in E2F1-/- mice and we reported that this results
in a reduced fat pad mass (43). DEXA scan analysis performed in this study confirmed the
reduction in total body fat mass in E2F1-/- compared to E2F1+/+ mice (Fig.1A). Consistent
with the decreased body fat mass, the E2F1-/- mice had lower serum leptin and free fatty acid
levels (Fig. 1A). Except in the case of lipodystrophic syndromes, body fat mass appears to be
directly correlated with the development of insulin resistance. This prompted us to investigate
whether the decreased fat mass in E2F1-/- mice could have an impact on glucose homeostasis.
Both, fasting glucose and insulin levels were statistically lower in E2F1-/- compared to
E2F1+4/+ mice (0.6- and 0.2-fold respectively; Fig.1B). This effect was independent of the age
of the animals and suggested increased insulin sensitivity. Consistent with this, glucose
decreased by 60% in E2F1-/- mice after insulin injection, whereas it decreased only by 20%
in E2F14/+ mice, indicating that the absence of E2F1 improved insulin sensitivity (Fig. 1C).
Furthermore, coherent with a better response to insulin, radioactively labeled glucose was
more efficiently taken up by size-matched primary adipocytes from E2F1-/- than from
E2F1+/+ mice after 10 min of insulin challenge (Fig.1D), whereas no differences in glucose
uptake were observed between cultured primary myocytes from E2F1-/- and E2F1+4/+ mice
(Fig. 1E). This suggested that the increased insulin sensitivity of E2F1-/- mice was not due to
a defect in the muscle but rather the result of the decreased adipose tissue mass in these
animals.

We then analyzed the causes of the improved insulin sensitivity by performing
quantitative RT-PCR analysis of a number of genes involved in metabolic control. The

expression of the mRNAs encoding insulin receptor substrate 1 (IRS1), IRS2, and

T1A



phosphatidyl inositol-3-kinase 3 (PI3K), which are proteins involved in insulin signaling were
increased 2.5-, 1.7-, and 2-fold respectively, in the white adipose tissue (WAT) of E2F1-/-
compared to E2F1+/+ mice, (Fig. 2A). Furthermore, adiponectin (Anec.) mRNA expression
was increased 2.2-fold, whereas leptin mRNA levels were decreased 0.2-fold in the WAT of
E2F1-/- mice (Fig. 2A). No differences in WAT mRNA expression for protein kinase B
(PKB), glucose transporter 4 (GLUT4), or resistin (Resist.) were observed between the
genotypes (Fig. 2A). We also measured the expression of a number of genes in other insulin
sensitive tissues, such as muscle and liver. No differences in the expression of genes involved
in the insulin signaling pathway in the muscle were observed (Fig. 2B). Genes controlling
gluconeogenesis in the liver, such as PEPCK and glucose 6 phospahtase were also not
different between the two genotypes (data not shown).

The disproportionate decrease in fasting insulin relative to glucose levels (Fig. 1B)
incited us to explore insulin secretion from pancreatic -cells upon a glucose challenge,
during an intraperitoneal glucose tolerance test (IPGTT). In contrast to expectations,
intraperitoneally injected glucose was cleared at least as well in E2F1+/+, compared to E2F1-
/- mice (Fig.3A). This observation seemed inconsistent with the decreased fasting glucose
levels in E2F1-/- animals. Since glucose uptake was increased in isolated E2F1-/- adipocytes
(Fig. 1D), and the response of the E2F1-/- mice to insulin was improved compared to
E2F1+/+ mice (Fig. 1C), the results of the glucose tolerance test pointed to an additional
defect in insulin secretion in the E2F1-/- mice. In line with this, fasting insulin levels were
significantly lower and the insulin levels remained almost flat upon glucose injection in
E2F1-/- mice, which contrasted to the robust increase in insulin release in E2F1+/+ mice
(Fig.3A). We also performed a meal tolerance test, consisting in feeding mice ad libitum after
an overnight fast, to evaluate glucose disposal. Reminiscent to the results of the IPGTT,
insulin levels were 5-fold higher in E2F1+/4+ compared to E2F1-/- mice, whereas glucose
levels were similar (Fig. 3B). In combination, these data indicated that there might be an
additional defect in insulin production/secretion in these E2F1-/- mice. A defect in insulin
secretion either results from a reduction in size or number of islets, or a defect in insulin

production by the B-cells in response to glucose. Although the body weight of E2F1-/- mice
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was reduced compared to E2F1+/+ mice (E2F1+/+: 20.8+1.7 g; E2F1-/-: 18.6£1.2 g),
morphometric analysis of the pancreas of E2F1-/- mice showed a disproportionate reduction
in overall pancreatic size with a significant decrease in the ratio of pancreatic to total body
weight (Fig.3C and D). The ratio of organ to body weight was, however, similar in other
tissues such as heart or kidney (Fig. 3D).

A detailed histological analysis of pancreatic sections of E2F1-/- mice showed no
differences in the number of islets reported to pancreatic weight, suggesting that development
of the endocrine pancreas was not affected in E2F1-/- mice (Fig.4A and B; islet/pancreas
ratio). However, the absolute number of islets was significantly reduced in E2F1-/- mice
when expressed relative to total body weight (Fig.4B; islet number). Similarly, the total area
of pancreatic islets was not different between E2F1+/+ and E2F1-/- mice if islet area was
corrected by pancreatic surface, but decreased when related to their total body weight
(Fig.40).

The reduction of pancreatic size and islet number and surface could in part account for
the decreased insulin secretion observed in these animals. This could be the consequence of
either reduction in cell size or number of cells that compose the islets. Histological analysis of
pancreatic sections indicated that the relative size of pancreatic cells was not affected by E2F1
deficiency, although other abnormalities, such as enlarged nuclei were observed in the
exocrine pancreas of E2F1-/- mice (44-45)(Fig. 4D). Pancreatic cell number is dictated by the
proliferative rate of all pancreatic structures, including acini, islets and in particular ducts,
which constitute the main proliferative compartment of the pancreas (46-48). p-cell growth
could result from neogenesis or differentiation from ductal precursor cells (48, 49). Over-
expression studies in cells and the analysis of E2F-deficient mice show that E2F1 plays a key
role in the activation of genes involved in cell cycle progression and cellular proliferation
(reviewed in (38, 39)). Consistent with a role of E2F1 in regulating pancreas cell
proliferation, E2F1 was highly expressed in the pancreatic ducts of E2F1+/+ mice (Fig.4E),
but was absent in the ducts of E2F1-/- mice (data not shown). A lower, but significant, level
of E2F1 expression was also observed in [-cells, suggesting an additional and direct role of

E2F1 in regulating $-cell function (Fig.4E).
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To further prove that E2F1 regulates pancreas cell proliferation, the in vivo cell
proliferation index was analyzed by BrdU incorporation in the pancreas of mice. The
proliferation index was 6+0.8% in E2F1+/+ mice, whereas only 2+0.1% of E2F1-/- pancreatic
cells proliferated (Fig. SA). Furthermore, the number of cells positive for phosphorylated
histone H3, which is an additional marker of mitosis, was significantly decreased in the
pancreas of E2FI1-/- mice (Fig.5B and C). Consistent with the observed decreased
proliferation in pancreatic islets of E2F1-/- mice, mRNA expression of the E2F target gene
cyclin E was decreased in isolated islets of these mice (Fig. 5D), whereas no changes in
mRNA levels of cyclin D1 and thymidine kinase were detected. Decreased proliferation could
also correlate with increased apoptosis as was shown for thymocytes of E2F1-/- mice (50).
However, no change in apoptosis rate was observed in pancreatic sections as measured by
Tunel assay (Fig.5E). These results indicate that reduced growth of E2F1-/- pancreas is the
result of impaired proliferation of pancreatic cells.

Our results point to E2F1 as an important regulator of postnatal pancreatic growth. In
contrast to early pancreas development which is relatively well understood, little is known
about postnatal pancreatic growth, which also participates in optimizing pancreatic insulin
secretion and production. Proliferation studies have shown measurable levels of cell division
in all pancreatic compartments including acini, islets, and ducts (46-48) indicating that cell
proliferation could account, at least in part, for the postnatal growth of the pancreas.
Strikingly, inactivation of cyclin-dependent kinase 4, which is an upstream regulator of E2F1
function, also entails a defect in insulin secretion due to impaired proliferation of pancreatic
B-cells (51). In contrast to E2F1, which might stimulate 3-cell neogenesis from proliferating
ductal cell precursors, the forkhead transcription factor foxo-1 is a negative effector of this
pathway inhibiting the proliferation of these f-cell precursors (52). Consequently,
haploinsuficiency of foxo-1 restores (3-cell proliferation in Irs2-/- mice, which have impaired
B-cell proliferation (52), leading us to suggest that E2F1 could be a negative modulator of
foxo-1 signaling. In support of this hypothesis is the fact that E2F1 favors adipogenesis (43),

a process that is inhibited by a constitutively active form of foxo-1 (53).
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An alternate possibility to explain the inadequate insulin response to glucose in E2F1-
/- mice, would be a specific defect in insulin-secreting 3-cells. Whereas 4 weeks after birth no
differences were observed between the size, morphology or distribution of exocrine and
endocrine tissues of E2F1-/- and E2F1+/+ mice (Fig. 4C), the ratio glucagon/insulin
producing cells was clearly elevated in E2F1-/- islets of 16 week old mice, as assessed by
immunofluorescence analysis (Fig.5F). This was perfectly correlated with the serum
glucagon/insulin ratio (Fig. 5G). The lack of differences in B-cell area in young animals
indicates that E2F1 does not participate in pancreas development, but rather participates in
post-natal growth. Consistent with this, we observed that E2F1 was highly expressed in
embryonic pancreas at 16.5 days post coitum (dpc), a stage when the pancreas is already
developed, but not in the developing pancreas at 12.5 dpc, when PDX-1, a key player in
pancreas development, was already expressed (Fig.5H). The lack of expression of E2F1
during the critical early phases of pancreas development demonstrates that it has no role in
early pancreas development.

The fact that the ratio of glucagon/insulin producing cells as well as the serum
glucagon/insulin ratio was increased in E2F1-/- mice suggested a specific defect in pancreatic
-cell mass and/or function. PDX1/IPF1 is a transcription factor that plays an important role,
not only during pancreas development, but also in adult p-cell function. We therefore
evaluated the expression of PDX1 in pancreatic sections of E2F1-/- or E2F14+/+ mice by
immunofluorescence analysis. Whereas 75% of insulin producing cells were also positive for
PDX1 in E2F14/+ mice, only 30% of (-cells were positive for PDX1 in E2F1-/- mice (Fig.
6A and B). Interestingly, a significant number of E2F1-/- cells expressed PDX1 in the
cytoplasm, whereas PDX1 was exclusively localized in the nucleus in E2F1+4/+ cells (Fig.6C).
Furthermore, PDX1 mRNA expression was significantly decreased in isolated islets from
E2F1-/- compared to E2F14/+ mice (Fig. 6D). No further changes in the expression of other
transcription factors involved in pancreas development or function, such as HNF1 was
observed (Fig 6D). The mRNA expression analysis also confirmed the increased glucagon to
insulin ratio observed previously on the protein level (Fig. SF and G). Altogether, these

results are reminiscent to those observed in islets of Irs2-/- mice which showed both,
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decreased expression, and cytoplasmic localization of PDX1 (52), and suggest that E2F1
could directly regulate the expression of PDX1. The modified expression of PDX1 and its
altered cellular localization in the E2F1-/- mice clearly contributes to their 3-cell dysfunction.

To provide further arguments to support that the E2F1-/- islets were dysfunctional, we
analyzed glucose- and arginine-induced insulin secretion in isolated islets of E2F1-/- and +/+
mice. Insulin secretion in response to either glucose or arginine challenge was significantly
reduced in the islets of E2F1-/- mice when compared to E2F1+/+ islets (Fig.6E). The response
of E2F1-/- islets was, however, still rather robust, suggesting that this -cell dysfunction was
not sufficient to fully explain the hypoinsulinemia and the glucose intolerance and further
underscored the relevance of the decreased pancreatic mass to explain the phenotype.

The fact that E2F1-/- mice did not develop diabetes over time, even after high fat diet
(Fig. 1B), suggests that the increased insulin sensitivity is not just a compensatory mechanism
to maintain glucose homeostasis. E2F1 rather seems to have two independent effects on
glucose metabolism. First, E2F1 participates in the control of insulin secretion / production.
E2F1 favors postnatal pancreatic growth by controlling the proliferation rate of pancreatic
cells (Fig. 4), and it directly controls 3-cell function through its regulatory role on genes such
as PDX1 (Fig. 6). This effect of E2F1 on B-cell function is fully in line with an independent
study, that was published while this paper was being reviewed and which characterized
E2F1/E2F2 double mutant mice (45). In contrast to the E2F1-/- mice, these E2F1/E2F2
double mutant mice, developed a more severe exocrine pancreatic atrophy that impacted on
pancreatic -cell maintenance and function. Second, E2F1 negatively regulates insulin action,
likely through regulation of the expression of genes implicated in this process. Interestingly,
similar to E2F1-/- mice, S6K1-deficient mice are glucose intolerant and show low insulin
levels due to a selective reduction of (3-cell size (54). These S6K1-/- mice do not develop
diabetes, indicating that they are insulin hypersensitive (54), and suggesting an eventual
cross-talk between S6K1 and E2F1 signaling pathways. Another putative E2F1 target in this
context is the PTP1B gene, which dephosphorylates the insulin receptor, and thus attenuates
insulin signaling. Mice lacking PTP1B are, like the E2F1-/- mice (43), insulin sensitized and

protected against diet-induced obesity (26). We speculate that in the case of the E2F1/E2F2
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double mutant mice, the disappearance of this negative effect of E2F1 on insulin action may
be insufficient to compensate for the more severe pancreatic failure, ultimately causing these
mice to become diabetic (45). It is at present also unclear whether E2F2 also regulates the
expression of the same set of genes implicated in insulin sensitivity, that are regulated by
E2F1.

The compensatory mechanism through which E2F1-/- mice maintain their glucose
homeostasis likely involves its role on adipose tissue development rather than a direct effect
of E2F1 in insulin sensitive target tissues such as muscle or liver. Supporting this hypothesis
is the fact that, in contrast to what is observed in isolated adipocytes, isolated myocytes from
E2F1-/- mice are not more sensitive to insulin than E2F1+/+ cells. We have previously shown
that E2F1 favors adipogenesis through the induction of PPARY, the master controller of
adipocyte differentiation (43). Total absence of adipose tissue, such as seen in lipoatrophic
subjects (55) and animals (56-58) results in insulin resistance. Excess adipose tissue in obesity
is also a risk factor for insulin resistance since high levels of free fatty acids, which are the
consequence of “spill over” from adipose tissue, are linked to the induction of insulin
resistance (59). Furthermore, besides fatty acids, adipose tissue secretes several proteins (also
called adipocytokines) that affect insulin signaling in other tissues, including TNFa (60),
resistin (61) and adiponectin (62-64). We hypothesise that the normal glucose tolerance and
insulin sensitivity in E2F1-/- mice is most likely the result of the improved profile of adipose
tissue-derived signaling molecules, as reflected by the increase in adiponectin and the
reduction in FFA levels. The reduced fat mass in the E2F1-/- mice could therefore, through
altered levels of these signaling factors (fatty acids and adipocytokines), contribute to the
increased overal insulin sensitivity, a phenomenon reminiscent to that previously observed in
mice heterozygous for mutations in the PPARy gene (29, 30).

In summary, we have shown that the transcription factor E2F1 regulates pancreatic
growth and islets mass and function. E2F1 achieves these effects through controlling cell
proliferation and directly regulating islet function. The ensuing impaired insulin secretion
does, however, not result in the development of diabetes since E2F1-/- mice are more

sensitive to insulin, secondary to a reduced fat mass.
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Material and methods

Materials: All chemicals, except if stated, were purchased from Sigma (St-Louis, MO).

RNA isolation and quantitative real time PCR: RNA isolation and reverse transcription has
been previously described. Quantitative PCR was carried out by Real Time PCR using a
LightCycler and the DNA double strand specific SYBR Green I dye for detection (Roche,
Basel, Switzerland). Reverse transcription of total RNA was performed at 42°C using the
Superscript II reverse transcriptase (Stratagene, La Jolla, CA) and random hexanucleotides
primers, followed by a 15 min inactivation at 70°C. cDNAs were then purified using Qiagen
Purification kit (Qiagen, Hilden, Germany). Results were then normalized to GAPDH levels.
The primer pairs used in this study are available upon request.

Histological and immunofluorescence analysis: Sections of pancreas were fixed in either
Bouin's solution or in 4% formaldehyde. They were then stained with haematoxylin and
eosin, or treated with 1.5N HCI before incubation with specific antibodies directed against
insulin (Santa Cruz Biotechnology, CA), glucagon (a kind gift of G. Thomas), phospho-
histone H3 (Upstate Biotech, Lake Placid, NY), PDX-1(65), or BrdU (Dako A/S, Glostrup,
Denmark). Preparations were then incubated with an anti-mouse IgG and FITC-conjugated
anti-rabbit IgG. For in vivo cell proliferation assays two week-old mice were intraperitoneally
injected with BrdU (50 mg / Kg body weight). After 18 hours, mice were sacrified and
pancreas was excised and fixed as described. Pancreatic sections were immunostained with an
anti-BrdU antibody. BrdU positive cells were counted.

Embryos from stages between 7 dpc to 16.5 dpc were directly embedded in cryomatrix
(Shandon, Pittsburgh, PA). In situ hybridizations were performed on 10 um cryosections
using *°S-antisense RNA probes as described previously (66). Mouse mE2F1 ¢cDNA was
subcloned into the EcoRI site of pBS-SK+, linearized by NotI and antisense mE2F1 RNA was
synthesized using T7 RNA polymerase (Promega Life Science, Madison, WI). Mouse PDX-1
cDNA was subcloned from pSP64-xBPDX-1 (67) into Hindlll/Xbal sites of pBS-SK+,

linearized by HindIIl and antisense mPDX-1 RNA was synthesized using T3 RNA

R



polymerase (Promega). Negative controls were performed in parallel using sense RNA probes
for mE2F1 and mPDX-1 (data not shown).

Animal experiments: The generation of E2F1+/+ and -/- mice has been described (44).
These mice were purchased from Jackson laboratory (Bar Harbor, ME, USA) and were on a
pure C57BL/6J background. Only age-matched (10-16 weeks old) mice were used, unless
otherwise stated. Animals were maintained in a temperature-controlled (23°C) facility with a
12-hrs light/dark cycle according to EU guidelines for use of laboratory animals. Mice had ad
libitum access to water and regular rodent chow (DO4, UAR, France). Intraperitoneal glucose
tolerance tests (IPGTT), insulin sensitivity test, and glucose, free fatty acids and insulin
measurements were performed as described (Picard et al., 2002). Body fat mass was evaluated
in anesthetized mice by dual energy X-ray absorptiometry (PIXIMUS™, GE Medical
Systems, Buc, France).

Glucose uptake: Primary adipocytes and primary myocytes were prepared according to
Rodbell (68) and Rando (69) respectively. Cells were incubated with 100 mM of radiolabeled
"*C-3-O-methylglucose for 10 min. in the presence of 1uM insulin. After that period, the cells
were washed three times with PBS, lysed in NaOH 0.1M, and radioactivity was measured.
Pancreatic islet studies: Islets isolation and insulin secretion studies were described
previously (70). Briefly, small pieces of pancreas were digested by collagenase (3 mg/mL)
and isolated in oxygenated Krebs-Ringer buffer. Approximately four islets per condition were
hand-picked and exposed to 15mM glucose or 20mM arginine. Insulin released in the medium
was measured 30 min later. Data were corrected as a ratio per DNA content.

Statistical analysis: Data are presented as means + S.E.M. Group means were compared by
factorial analysis of variance (ANOVA). Upon significant interactions, differences between
individual group means were analyzed by Fisher's protected least squares difference (PLSD)

test. Differences were considered statistically significant at P < 0.05.
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Figure legends

Figure 1. Insulin sensitivity in E2F1-/- mice.

A. Body fat mass, evaluated by DEXA scanning, and free fatty acid, and leptin levels in the
serum of E2F1+/+ and -/- mice (6 animals per group). Results are the average of 3
independent experiments. In all following figures, statistically significant differences (
ANOVA p< 0.005) are indicated by asterisks.

B. Fasting plasma glucose and insulin in either 12 week- or 50 week-old E2F1+/+ and -/-
mice. Results are the mean +/- standard deviation of 12 mice analyzed per group. The same
number of mice were analyzed in subsequent experiments.

C. Glucose clearance after intraperitoneal injection of insulin (0.75 IU/Kg) as a measure of
insulin sensitivity in E2F1-/- and +/+ mice. Glucose values are reported to the initial glucose
levels.

D-E. In vitro "“C 3-O-methylglucose uptake 10 minutes after insulin addition to isolated
adipocytes (E) or myocytes (F) from the same amount of tissue of E2F1+/+ and -/- mice.

Results are normalized by the content of DNA.

Figure 2. Gene expression analysis in different tissues of E2F1-/- or +/+ mice.

Quantification of the expression by real time RT-PCR of relevant genes for the insulin
sensitivity pathway in white adipose tissue (A; WAT), and muscle (B). Results were
normalized by the expression of the 18S ribosomal subunit RNA, and expressed as fold-

changes relative to expression levels in E2F1+/4+ mice.

Figure 3. Glucose tolerance and macroscopic analysis of the pancreas of E2F1-/- or +/+
mice.
A. Intraperitoneal glucose tolerance test IPGTT) measuring the levels of glucose and insulin

at different times after intraperitoneal injection of glucose in E2F1+/+ or E2F1-/- mice.
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B. Glucose and insulin levels upon a meal tolerance test. E2F1-/- or +/+ mice were fed ad
libitum after an overnight fast. Ninety minutes after beginning the meal, plasma insulin and
glucose levels were measured.

C. Morphology of the entire pancreas from E2F1+/+ or -/- mice demonstrates the decreased
size of the E2F1-/- pancreas

D. Relative weight of three representative tissues of E2F1-/- or +/4+ mice. Weights are

reported to total body weight. Statistically significant differences are indicated.

Figure 4. Pancreatic size and p-cell area.

A. Hematoxylin-eosin staining of pancreatic sections of E2F1-/- or +/+ 2 week-old mice.
Pancreatic islets are indicated by arrowheads.

B. Pancreatic islet number in E2F1-/- and +/+ 2 week-old mice. Summed islet numbers
obtained from examining every fifth section of 20 um thickness from a whole pancreas (left
scale). The numbers were reported to pancreas weight to determine the islet pancreas ratio
(right scale).

C. Endocrine islet area calculated as arbitrary units from micrographs of pancreatic sections
of E2F1+/+ or -/- 2 week-old mice using the Canvas 7 software (Daneba). The right scale
represents the relative islet area reported to pancreas weight.

D. H&E staining of pancreatic sections of E2F1-/- and +/+ mice. Quantification of the relative
cell size of exocrine pancreatic cells of 2 week-old E2F1-/- and +/+ mice.

E. Immunofluorescence analysis of pancreatic sections showing expression of E2F1 in ducts
and P-cells (green), which are also positive for insulin (red). Nuclei are stained with the

Hoechst reagent.

Figure 5. in vivo proliferation and apoptosis rates and expression of E2F1 in pancreas
development.

A. Representative micrograph showing BrdU immunostaining of pancreatic sections of E2F1-
/- and +/+ 2 week-old mice. The pancreas of five mice of each genotype was analyzed 18

hours after intraperitoneal injection of BrdU. The percentage of BrdU positive cells is
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indicated. Results are the mean of the summed numbers from 10 sections of each pancreas
from 5 mice per genotype.

B-C. Phospho-histone H3 immunofluorescent labelling in pancreatic sections of either
E2F1+/+ or -/- mice. Nuclei are visualized by Hoechst staining. At least 500 cells were
counted, and the number of phospho-histone H3 positive cells was reported to total number of
cells (B).

D. Quantification of the expression by real time RT-PCR of relevant E2F-target genes in
isolated islets. Results were normalized by the expression of the 18S ribosomal subunit RNA.
E. DNA fragmentation (green) measured by TUNEL assay in pancreatic sections (10 sections
per pancreas of 6 mice) of E2F1-/- and +/+ 16 week-old mice. The percentage of apoptotic
cells is indicated at the right of the panel.

F. Insulin (red; B-cells) and glucagon (green; a-cells) immunostaining of pancreatic islets of
Langerhans in E2F1-/- and +/+ 16 week-old mice.

G. Quantification of the glucagon/insulin ratio in the serum of E2F1-/- and +/+ male 16 week-
old mice.

H. In situ hybridization of E2F1 or PDX-1 in sections of 12.5 or 16.5 dpc embryos. Location
of liver (liv), stomach, skin, lung, pancreas (panc), intestine (int), and dorsal root ganglion

(rg) in the embryo is indicated.

Figure 6. PDX1 expression and insulin secretion of islets of E2F1-/- and +/+ mice.

A. Immunofluorescence analysis of PDX1 expression (green) in insulin producing cells (red)
of pancreatic sections of E2F1+4/+ or -/- 16 week-old mice.

B. Quantification (500 cells) of insulin producing cells, which were also expressing PDX1.
Results are reported to total number of insulin producing cells.

C. Cellular localization of PDX1 expression (green) in pancreatic $-cells. Hoechst staining of
nuclei is in blue.

D. Quantification of the expression by real time RT-PCR of relevant genes for pancreatic
islets development or function. Results were normalized by the expression of the 18S

ribosomal subunit RNA.
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E. Insulin secretion of isolated islets of E2F1+/+ or -/- mice, in the absence or in the presence
of 15mM glucose, or 20mM arginine. Islets were isolated from 16 week old male mice.

Results are reported to total DNA content.
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I1.2 Conclusions et Perspectives

Nous avons mis en évidence, dans cette étude, que le facteur de transcription E2F1
joue un role dans I’homéostasie du glucose en contrdlant la prolifération des cellules
pancréatiques. Les souris E2F1-/- ont un pancréas de petite taille, dii a un défaut de croissance
post-natal. En effet, E2F1 n’est exprimé dans le pancréas qu’a partir de €16,5, confirmant
qu’il a un role limité au cours du développement pancréatique. En revanche, les marqueurs de
prolifération et mitotique sont largement diminués dans le pancréas des souris invalidées,
confirmant I’importance de E2F1 dans le maintien de la croissance pancréatique post-natale.
De plus, ces animaux présentent un dysfonctionnement des flots de Langerhans, dt a un
défaut de I’activité de PDX-1. Les souris E2F1-/- sécretent des quantités insuffisantes
d’insuline en réponse a une injection de glucose, les rendant intolérantes au glucose.
Cependant, ces souris ne développent pas de diabete, car elles ont une meilleure sensibilité a
I’insuline due a une diminution de la masse de tissu adipeux blancs et de la sécrétion
d’adipocytokines. Ces résultats démontrent que des facteurs controlant la prolifération
cellulaire peuvent avoir d’importantes fonctions physiologiques, comme la régulation de

I’homéostasie du glucose.
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DISCUSSION GENERALE

Nous avons mis en évidence que le récepteur nucléaire LRH-1 était régulé par le
facteur de transcription PDX1 au cours du développement pancréatique. Des embryons
invalidés pour PDX1 (PDX1-/-) ont également été étudiés afin de déterminer si I’expression
de LRH-1 dans ces embryons était altérée. Nous avons observé une nette diminution de son
expression au niveau de 1’ébauche pancréatique ventrale, confirmant nos données in vitro.
Cependant, nous avons également remarqué une diminution de 1’expression de ce récepteur
nucléaire dans le foie, organe n’exprimant pas PDXI. Il se pourrait donc que 1’absence de
PDX1 chez I’embryon affecte 1’expression d’autres genes exprimés dans cette région de
I’endoderme ventral et impliqués dans le développement hépatique, comme LRH-1. Bien que
ces résultats restent préliminaires, ils soulevent la possibilité que PDX1 pourrait avoir un rdle
plus général et plus précoce au niveau endodermique. Deutsch et al. ont montré qu’il existait
des cellules localisées au niveau de I’endoderme ventral (les cellules progénitrices
bipotentielles) ayant la capacité de donner naissance au pancréas ou au foie, selon les signaux
envoyés par le mésoderme cardiaque **. Dans cette étude, ils ont observé une faible
expression de PDX1 dans de I’endoderme isolé du tube digestif proche du mésoderme
cardiaque, qui normalement ne 1I’exprime pas. Cette région, sous 1’effet du FGF et de BMP4,
donnera naissance au bourgeon hépatique ****'. Bien qu’ils expliquent cela par un probleme
de contamination lors du prélevement, il se pourrait que PDX1 soit effectivement présent dans
ces cellules progénitrices bipotentielles. Dans ce cas, on pourrait imaginer que 1’inactivation
génique de PDX1 diminuerait 1’expression de ces genes cibles dans le pancréas, mais
également dans le foie.

Ptfla est un facteur de transcription exprimé chez 1’adulte dans le pancréas exocrine et est

nécessaire a son développement '*

Al est intéressant de noter que LRH-1 est exprimé au cours
du développement pancréatique dans tous les types cellulaires, alors que chez 1’adulte, son
expression est localisée uniquement dans le pancréas exocrine®. Cela suggere que LRH-1

pourrait &tre un facteur impliqué dans le développement du pancréas, comme I’est Ptfla '™,

En effet, Kawaguchi er al. ont également montré plus récemment que ce facteur de
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transcription avait également un rdle précoce au cours du développement pancréatique,
permettant d’orienter I’endoderme non différencié vers la formation de cellules pancréatiques
ou intestinales '*'. Cela ouvre la perspective que LRH-1, tout comme Ptfla, pourrait jouer un
role au cours du développement pancréatique. De plus, I’é€tude de la régulation de
I’expression de LRH-1 par Ptfla, ou a l'inverse de Ptfla par LRH-1, pourrait &tre
intéressante. Enfin, 1’étude de I’inactivation génique de LRH-1 pourrait également nous
apporter des informations importantes quant aux roles de LRH-1 au cours du développement
embryonnaire, et plus particulierement pancréatique. Cependant, les souris LRH-1-/- meurent
in utero a €7 (Annicotte et al., manuscript en préparation), empéechant toute étude li€ée au
développement des organes. L’utilisation des souris floxées et chimériques nous permettra
dans le futur de répondre a ces questions.

Nous avons également mis en évidence I’importance du facteur de transcription E2F1
lors du processus de croissance pancréatique. Suite a un défaut prolifératif, le pancréas des
souris E2F1-/- adulte est hypoplasique, dit a un probleme de croissance post-natale. De plus,
ces souris montrent un dysfonctionnement des ilots de Langerhans et une diminution des
cellules 3, une diminution de I’expression de PDX-1, I’ensemble menant a une diminution de
la sécrétion d’insuline. Cependant, ces souris ne développent pas de diabete, car elles
possedent moins de tissu adipeux blanc, entrainant une diminution de la sécrétion
d’adipocytokines, connues pour interférer avec la signalisation insulinique. De plus, le tissu
adipeux de ces souris E2F1-/- est plus sensible a ’action de 1’insuline, empéchant le
développement d’un diabete de type 2. Ces données démontrent que prolifération du pancréas
et fonctions métaboliques sont intimement liées. Ainsi, un facteur contrOlant directement le
cycle cellulaire peut étre impliqué dans le métabolisme glucidique. Plusieurs perspectives
peuvent étre envisagées. Premierement, 1’étude de lignées cellulaires pancréatiques
surexprimant E2F1 pourrait ouvrir de nouvelles voies de recherche pour la thérapie cellulaire
du diabete. En effet, la création d’une cellule ES (ou tout autre modele cellulaire pluripotent)
surexprimant E2F1, puis soumis a un protocole de différenciation en cellule B, pourrait

constituer un bon modele dans le traitement du diabete. Deuxiemement, nous avons observé

une forte diminution de ’expression de la cycline E dans les flots des souris E2F1-/-. La

1NS8



cycline E, gene cible de E2F1 connu pour etre impliqué dans les mécanismes de prolifération
cellulaire, est fortement exprimée dans les cellules 3, alors que ces cellules ont peu de
capacités prolifératives. Cela suggere que la cyline E, a I’'image de E2F1, pourrait avoir des
fonctions similaires a E2F1 dans le métabolisme glucidique. Troisiemement, étant donné le
role bivalent de E2F1 dans la promotion et la suppression du cancer, il serait intéressant de
déterminer si E2F1 pourrait €tre impliqué dans certains cancers, comme celui du pancréas.
Différenciation et prolifération sont extrémement imbriquées. En effet, un tissu ne
pourra se différencier que si les cellules qui le forment passent par une phase de prolifération
intense. Une étude en cours dans notre laboratoire montre que LRH-1 est un facteur pro-
prolifératif. Ces données révelent que LRH-1 régule directement ou en coopération avec la f3-
caténine I’expression de la cycline E et D, respectivement. Cet effet est particulierement
intérressant puisqu’il donne a LRH-1 le pouvoir d’induire la formation de tumeurs chez des
souris « nude » immunodéprimées. Ainsi, tout comme pour E2F1, I’étude du role de LRH-1
dans le développement du cancer du pancréas pourrait étre instructif, au méme titre que son
étude lors de la régénération du pancréas apres pancréatectomie. Un role double pourrait étre
attribué a ce récepteur nucléaire, d’abord au cours du développement embryonnaire, ensuite
lors de la prolifération cellulaire, voire la cancérogénese. Si cette hypothese se révele exacte,
LRH-1 pourrait, a I’'image de E2F1, avoir un role précoce au cours de la différenciation et
tardif lors de la prolifération. Nous avons d’ailleurs observé une régulation de 1’expression de
E2F1 par LRH-1, suggérant que ces deux facteurs sont liés dans certains processus cellulaires.
En conclusion, de nombreuses informations devraient nous parvenir avec 1’étude des
souris LRH-1 chimériques et délétées spécifiquement dans le pancréas. L implication de
LRH-1 dans les processus de développement et de différenciation pancréatiques, mais aussi
de son role chez I’adulte, devraient ouvrir de nouvelles voies de recherche dans le traitement

de maladies liées au dysfonctionnement du pancréas.
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SUMMARY

The Pancreatic-Duodenal Homeobox-1 (PDX-1) regulates the expression of the Liver
Receptor Homolog 1 (LRH-1) during pancreas development
Abstract

The liver receptor homolog 1 (LRH-1) and the pancreatic-duodenal homeobox-1
(PDX-1) are coexpressed in the pancreas during mouse embryonic development. Analysis of
the regulatory region of the human LRH-1 gene demonstrates the presence of three functional
binding sites for PDX-1. Electromobility shift assays and chromatin immunoprecipitation
analysis show that PDX-1 binds to the LRH-1 promoter, both in cultured cells in vitro and
during pancreatic development in vivo. Retroviral expression of PDX-1 in pancreatic cells
induces the transcription of LRH-1, whereas reduced PDX-1 levels by RNA interference
attenuate its expression. Consistent with a direct regulation of LRH-1 expression by PDX-1,
PDX-1" mice expressed lower amounts of LRH-1 mRNA in the embryonic pancreas. Taken
together, our data indicate that PDX-1 controls LRH-1 expression and identify LRH-1 as a
novel downstream target in the PDX-1 regulatory cascade governing pancreatic development,

differentiation and function.
Keywords: ChIP, Differentiation, Gene expression, Insulin, IPF-1, LRH-1, Nuclear receptor,

PDX-1, Transcription

Impaired pancreatic growth, B-cell mass and function in E2F1 -/- mice
Abstract

We evaluated the effects of E2F1 on glucose homeostasis using E2F1-/- mice. E2F1-/-
mice show an overall reduction in pancreatic size, as the result of impaired postnatal
pancreatic growth. These animals furthermore have dysfunctional -cells, linked to impaired
PDX-1 activity. Because of the disproportionate small pancreas and dysfunctional islets,
E2F1-/- mice secrete insufficient amounts of insulin in response to a glucose load, resulting in
glucose intolerance. Despite this glucose intolerance, E2F1-/- mice do not develop overt
diabetes mellitus because they are insulin hypersensitive, secondary to a diminished adipose
tissue mass and altered adipocytokine levels, which compensates for the defect in insulin
secretion. These data demonstrate that factors controlling cell proliferation, such as E2FI,

determine pancreatic growth and function, subsequently affecting metabolic homeostasis.

Key words: E2F]1, insulin, pancreas, adipocyte
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Résumé

Le LRH-1 (Liver Receptor Homolog-1) est un récepteur nucléaire orphelin de la sous-famille Ftz-
F1. Chez I’adulte, cette protéine est fortement exprimée dans le pancréas exocrine et plus
faiblement dans le foie et I’intestin, et joue un role crucial dans le métabolisme du cholestérol. De
plus, LRH-1 semble posséder des fonctions importantes dans le controle de I’expression de geénes
impliqués dans le développement hépatique et pancréatique. Cependant, la contribution et la
fonction de LRH-1 dans le pancréas reste inconnue. Le but de ce travail était donc d’étudier la
régulation transcriptionnelle de LRH-1 au cours du développement pancréatique.

Notre ¢étude a démontré que LRH-1 était régulé par la protéine PDX-1/IPF-1, un facteur de
transcription de la classe des homeobox essentiel au développement du pancréas. En effet, une
inactivation de PDX-1 chez la souris, ainsi qu’une mutation inactivant PDX-1 chez 1’homme,
empéchent la formation du pancréas. De plus, une mutation hétérozygote du géne PDX-1 chez
I’homme conduit au développement du diabéte. Nous avons démontré chez la souris que PDX-1
régule I’expression de LRH-1 au cours du développement embryonnaire, jusqu’au jour
embryonnaire 16,5-17. Par la technique d’immunoprécipitation de la chromatine, nous avons
montré une fixation directe de PDX-1 sur le promoteur de LRH-1, in vitro dans des cellules co-
exprimant LRH-1 et PDX-1, mais également in vivo chez I’embryon. De plus, nous avons observé
une diminution de 1’expression de LRH-1 dans des souris inactivées pour PDX-1, confirmant ce
mécanisme transcriptionnel. Ces résultats mettent en évidence un role potentiel de LRH-1 dans le
développement embryonnaire, mais également dans le fonctionnement du pancréas adulte. Cette
¢tude devrait donc ouvrir de nouvelles voies thérapeutiques dans le traitement du diabéte. Des
¢tudes d’inactivation de LRH-1 spécifiquement dans le pancréas sont actuellement entreprises afin
d’élucider le role de ce récepteur nucléaire dans le développement pancréatique.

Nous avons également évalué les effets du facteur de transcription E2F1 sur I’homéostasie du
glucose. E2F1 est une protéine impliquée dans les mécanismes de prolifération cellulaire en
controlant la transition G1/S lors du cycle cellulaire. Notre étude a démontré que des souris
invalidées pour le géne E2F1 (E2F1-/-) démontrent une réduction de la taille du pancréas, due a un
déficit de croissance post-natal du pancréas et a un dysfonctionnement des cellules . En effet, nous
avons remarqué une diminution des index de prolifération au niveau pancréatique chez les souris
E2F1-/-, alors que I’index apoptotique n’est pas modifié. De plus, la sécrétion d’insuline stimulée
par le glucose (in vivo, apres injection intra-péritonéal de glucose ou in vitro sur ilots isolés) est
diminuée dans les souris E2F1-/-, suggérant un défaut dans la voie de signalisation par le glucose au
niveau des cellules B. Nous avons observé que le facteur de transcription PDX-1 était plus
faiblement exprimé chez les souris invalidées, et que sa localisation cellulaire était trés souvent
cytoplasmique au lieu d’étre nucléaire. PDX-1 étant impliqué dans la régulation de 1’expression de
I’insuline, cela pourrait expliquer en partie la diminution de la sécrétion d’insuline. En dépit de leur
intolérance pour le glucose, les souris E2F1-/- ne développent pas de diabéte, grace a une
hypersensibilité a I’insuline. Ces résultats démontrent que des facteurs contrdlant la prolifération
cellulaire ont un role déterminant quant a la croissance du pancréas, et peuvent en conséquence
affecter les processus métaboliques.
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