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Introduction — L’organe, le pancréas

A) L’organe, le pancréas

1. Anatomie du pancréas

Le pancréas présente une forme de cone presque horizontal, divisé en trois parties : la
« téte », le « corps » et la « queue » du pancréas. Il est situé a I'extrémité supérieure de la
région épigastrique, contre la paroi de I'abdomen, a I'arriére de I'estomac, entre la rate et le
duodénum chez ’'homme. Le pancréas est une glande mixte, abouchée au duodénum par le

canal de Wirsung (Fig. 1)

2. Histologie du pancréas

Le pancréas est constitué de deux parties distinctes: le pancréas exocrine et le
pancréas endocrine. Cette derniére constitue environ 2 % du pancréas mature (Githens,
1988). Chez les vertébrés supérieurs, le pancréas endocrine est disséminé dans le pancréas
exocrine, pour ne former qu’une seule structure résultante : le pancréas. Chez les vertébrés
inférieurs, ces deux parties sont soit séparées en 2 organes distincts (chez les Agnathes), soit
le pancréas endocrine est regroupé en un seul gros flot (appelé corps de Brockmann) localisé
dans le pancréas exocrine (chez les téléostéens ; Biemar et al., 2001).

Le pancréas exocrine est constitué d'une part, de sacs glandulaires ou acini, et d'autre
part de canaux excréteurs ou canaux pancréatiques (Fig. 1; Edlund, 2002). De plus, a la
jonction des acini et des canaux pancréatiques se situent les cellules centroacinaires (Stanger
et al., 2006). Les cellules acinaires pancréatiques, regroupées en acini, sécretent différents
zymogenes (ou proenzymes) et enzymes. Les cellules centroacinaires, comme les cellules
canalaires sont a l'origine de la sécrétion de I'eau et des différents composés électrolytiques
composant les sucs pancréatiques (Freedman et al., 1994 ; Garcia et al., 2008). Le suc
pancréatique, sécrété dans les canaux pancréatiques intralobulaires va se déverser dans le
canal de Wirsung, ainsi que la bile (le canal cholédoque y étant abouché au niveau de
I'ampoule de Vater). Ce fluide composé du suc pancréatique et de la bile se déversera

ensuite dans le duodénum au niveau de la papille de Vater (Fig. 1).
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Introduction — L’organe, le pancréas

Bile

Canal de Corps du Queue du pancréas
Canal cholédoque Wirsung pancréas
Duodénum
Canal pancréatique
interlobulaire
Papille de
Vater Cellules
Ampoule de Téte du acinaires
Vater pancréas
Canal pancréatique Réseau de
Flux d’enzyme vers interlobulaire capillaires
le duodénum
Cellule a.
Cellule B
Cellule &
Cellule pp
Cellule ¢

N Lumiere de I'acini
llot de

Langerhans

Figure 1 : Organisation du pancréas adulte. Le pancréas adulte, divisé en trois parties (la téte, le corps et
la queue), est abouché au duodénum par le papille de Vater. Le pancréas est composé d’acini et canaux
pancréatiques formant le pancréas exocrine, et d’ilots de Langerhans composant le pancréas endocrine.
Les flots de Langerhans sont constitués de cing types cellulaires: les cellules a, B, 8, PP et € sécrétant
respectivement l'insuline, le glucagon, la somatostatine, le polypeptide pancréatique et la ghréline
(adaptée de I'encyclopédie Britannica).

Le pancréas endocrine est quand a lui constitué par les flots de Langerhans (Fig. 1). Ces
agrégats cellulaires, de forme sphérique, sont principalement constitués de quatre types
cellulaires endocriniens : les cellules a, les cellules B, les cellules & et les cellules PP,
sécrétant respectivement les hormones glucagon, insuline, somatostatine et polypeptide
pancréatique (Edlund, 2002). Chez les rongeurs, les cellules sécrétant linsuline sont
localisées au centre des filots, et les autres types cellulaires en périphérie. Chez ’homme,
cette structure est conservée bien que la ségrégation des cellules sécrétant I'insuline par
rapport aux autres types cellulaires endocriniens est moins marquée (Slack, 1995). Un

cinquieme sous type cellulaire a également été caractérisé : les cellules epsilons, sécrétant la
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ghréline (Wierup et al., 2002). Toutefois, I'expression de la ghréline chez la souris semble
restreinte au pancréas en développement (Heller et al., 2005). Chez 'lhomme, la ghréline est
également détectée dans les ilots de Langerhans (Andralojc et al., 2009). Les flots de

Langerhans sont vascularisés afin de permettre le transport des hormones pancréatiques

(Fig. 1).

3. Roles physiologiques du pancréas
3.A Réle du pancréas exocrine

Les roles du pancréas exocrine sont dépendants de ses deux principaux constituants :
I'eau et les composants électrolytiques d’une part, et les zymogenes et enzymes d’autre
part.

Le suc pancréatique va permettre de neutraliser le chyme gastrique, riche en acide
chloridrique, grace a la présence d’ions bicarbonates, principal composant électrolytique du
suc pancréatique (Meyer, 1977).

Les enzymes pancréatiques vont poursuivre la métabolisation du chyme gastrique afin
de permettre I'absorption des glucides, lipides et composés protéiques. Pour cela, les
zymogenes sécrétés par les cellules acinaires vont étre activés dans la lumiere intestinale.
Pour cela, le trypsinogene produit par les cellules acinaires va étre métabolisé en trypsine
par I'entérokinase, un enzyme intestinale ou, la trypsine activée. La trypsine activera a son
tour les autres zymogénes (le chymotrypsinogene en chymotrypsine, la proélastase en
élastase, la procarboxypeptidase A en carboxypeptidase A, la procarboxypeptidase B en
carboxypeptidase B et la prophospolipase A en phospholipase A). Les cellules acinaires
sécrétent également des enzymes sous une forme active.

L'ensemble des zymogenes et enzymes pancréatiques peut étre classé en 5 catégories :
les enzymes lipolytiques, protéolytiques, glycolytiques, nucléolytique et les inhibiteurs
pancréatiques. Parmi les enzymes lipolytiques, la lipase hydrolise les triglycérides en acides
gras et glycérol ; et les phospholipases sont des hydrolases capables de couper les liaisons
esters des phosphoglycérides. Parmi les enzymes protéolytiques, la trypsine, au-dela de son
role d’activation des zymogenes, permet I’hydrolyse des protéines au niveau de la fonction
carboxyle des acides aminés basiques. L’élastase est une endopeptidase qui coupe la liaison
peptidique située aprés un acide aminé ayant une chaine latérale aliphatique, non chargée

et non aromatique. Parmi les enzymes glycolytiques, |'a-amylase catalyse I’hydrolyse des
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liaisons (124) des polyméres du glucose. Les enzymes nucléolytiques sont des
endonucléases permettant la dégradation de I'’ARN (la ribonucléase) ou de I'ADN (la
désoxyribonucléase). Finalement, la derniére catégorie d’enzymes sécrétées par les cellules
acinaires sont les inhibiteurs pancréatiques. Ces enzymes ont un rble fondamental en
empéchant l'autolyse du pancréas en inhibant la trypsine (inhibiteur de Kazal) ou les
enzymes sécrétées sous forme active (Clemente et al., 1972 ; Figarella, 1973).

L'ensemble des sécrétions du pancréas exocrine sont notamment régulées par la
sécrétine, et la cholecystokinine-pancréozymine, deux hormones produites respectivement
par les cellules S (Chey et al., 1976) et | (Polak et al., 1975) du duodénum ; et la gastrine,
hormone produite par les cellules G (Soll et al., 1984) de I'estomac. La sécrétine, et la
cholecystokinine-pancréozymine induisent respectivement la sécrétion des composés
hydroélectrolytiques et, des enzymes et zymogénes ; la gastrine induit un accroissement de
I’ensemble des sécrétions du pancréas exocrine (Meyer, 1977). Le polypeptide pancréatique,
sécrété par le pancréas endocrine, régule également les sécrétions du pancréas exocrine en

réduisant les sécrétions (Beglinger et al., 1984).

3.B Role du pancréas endocrine

Le réle principal du pancréas endocrine est la régulation de la glycémie. Pour cela, les
sécrétions d’insuline et de glucagon vont influer sur la néoglucogenése et la glycogénolyse
dans le foie et le muscle. L'insuline, sécrétée par les cellules 3 des flots de Langerhans, est
une hormone hypoglycémiante qui induit I'augmentation du stockage du glycogéne dans le
foie et inhibe la néoglucogenése et la glycogénolyse hépatique (Michael et al.,, 2000 ;
Bergman et al., 2000). En parallele, la sécrétion d’insuline induit I'absorption du glucose par
les muscles et les cellules adipocitaires (Fig. 2 ; Bergman et al., 2000). A I'inverse, le glucagon
est une hormone hyperglycémiante dont le role est de maintenir un niveau suffisant de
glucose dans le sang (0,70 a 1,10 g/L chez ’lhomme). Pour cela, la sécrétion du glucagon
stimule la synthése de glucose en induisant la glycogénolyse hépatique et la lipolyse dans les

adipocytes, permettant ainsi de libérer le glycérol qui sera ensuite métabolisé en glucose

(Fig. 2).
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Figure 2 : Régulation de la glycémie. En cas d’excés de glucose dans le sang, l'insuline sécrétée par les cellules
B, induit I'augmentation du stockage du glycogéne dans le foie. En paralléle, la sécrétion de I'insuline induit
I"absorption du glucose par les muscles et les cellules adipocitaires. A I'inverse, le glucagon maintient un niveau
suffisant de glucose dans le sang (0,70 a 1,10 g/L chez 'lhomme). Pour cela, le glucagon stimule la synthése de
glucose en induisant la glycogénolyse hépatique, et la lipolyse dans les adipocytes permettant ainsi de
libérer le glycérol qui sera ensuite métabolisé en glucose par le foie.

Les trois autres hormones sécrétées par les ilots de Langerhans : la somatostatine, le
polypeptide pancréatique et la ghréline ne sont pas liées directement a la régulation de la

glycémie, mais a I'absorption de nutriments. En effet, la somatostatine inhibe les sécrétions
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acides de I'estomac directement ou via l'inhibition de la sécrétion de la ghréline et de Ia
gastrine (Schubert, 2003 ; Strowski et al., 2003).

Ces sécrétions acides de I’estomac ont pour but de prédigérer les aliments absorbés en
induisant notamment la rupture des ponts disulfures et des liaisons hydrogénes des
protéines, afin de permettre la métabolisation des aliments dans l'intestin. Les sécrétions
acides de I'estomac ont également une action antibactérienne (Schubert, 2003). Le
polypeptide pancréatique inhibe les sécrétions exocrines pancréatiques, ainsi que les
sécrétions acides gastriques et la motilité intestinale (Murphy et al., 2004). Finalement a
I'inverse de la somatostatine et du polypeptide pancréatique, la ghréline qui est également
sécrétée par les cellules X/A de I'estomac, est caractérisée pour stimuler la vidange gastrique

et inhiber I'état de satiété (Kojima et al., 1999 ; Murphy et al., 2004).

4. Maladies du pancréas

Les maladies du pancréas sont de trois types : les diabétes, les cancers pancréatiques

et les pancréatites.

4.A Les diabétes

Le diabéte est une maladie tres répandue dans le monde, qui induit une dérégulation
du taux de glucose sanguin. Cette absence de régulation de la glycémie, ainsi que les
injections d’insuline peuvent entrainer de nombreux effets secondaires, tels que les
rétinopathies, néphropathies, neuropathies ou amputations. En I'an 2000, 170 millions de
personnes étaient diabétiques, et ce chiffre pourrait atteindre plus de 350 millions en 2030
(Wild et al., 2004). Selon leur étiologie, les diabétes sont classé en trois types : le diabéte de
type 1, de type 2 et les MODY.

Le diabéte de type 1, appelé également diabete insulinodépendant est causé par une
destruction spécifique des cellules 3 des ilots de Langerhans sécrétant l'insuline par une
réaction auto-immune (Eizirik et al.,, 2009). Cette forme de diabéte atteint I'enfant ou le
jeune adulte, et représente environ 10 % des cas de diabéte. L'absence compléte d'insuline
déclenche une production massive de glucose. Par conséquent, les diabétiques de type 1

doivent donc s'injecter de l'insuline afin de réguler leur glycémie, tout en suivant un régime
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alimentaire afin de réguler au mieux leur apport en glucose. Aucun traitement curatif
n’existe pour le diabéte de type 1. Pour les personnes ne pouvant controler leur diabéte par
injections d'insuline ou en cas de complications telles que les néphropathies, une greffe
d’llot de Langerhans ou de pancréas a I'occasion de greffe rein-pancréas peut étre envisagée
(White et al.,, 2009). Cependant, le manque de greffons disponibles en restreint
considérablement ['utilisation. Afin de pallier aux effets secondaires dus a linjection
quotidienne d’insuline chez les diabétiques et au manque de greffons de pancréas, le
développement de cellules B a partir de cellules souches est aujourd’hui étudié. Nos
connaissances sur la différenciation de I'endoderme et du pancréas endocrine permettent
ainsi de développer in vitro a partir de cellules souches des cellules sécrétant l'insuline.
Cependant ces cellules ne peuvent réguler leur sécrétion en fonction du taux de glucose
(D'Amour et al., 2006). D’autres études seront donc encore nécessaire afin que les cellules 3
dérivées de cellules souches puissent étre utilisées comme thérapie dans le cadre du diabete
de type 1.

Le diabete de type 2 (diabéete non insulinodépendant) est souvent lié a une obésité ou
une surcharge pondérale du patient. De plus, une prédisposition génétique est aussi liée au
diabéte de type 2. Le diabéte de type 2 représente 90 % des cas de diabéte, et touche
principalement des personnes adultes de plus de 40 ans. Cependant, suite a I'apparition de
surcharge pondérale de plus en plus t6t au cours de la vie, I’dge moyen d’apparition du
diabéte de type 2 est de plus en plus précoce (Wild et al., 2004). Au début de la maladie, la
production d'insuline par le pancréas est normale. Cependant, les organes périphériques n’y
répondent plus correctement. De plus, la prise de poids par les malades stimule les cellules
des muscles afin d’utiliser de préférence les acides gras pour en tirer de I'énergie. Par
conséquent, le glucose ne pouvant entrer dans les cellules, les cellules 3 du pancréas vont
produire de plus en plus d'insuline pour forcer la prise de glucose par les cellules. Ainsi, au
fur et a mesure de I'avancée de la maladie, les cellules 3 vont s'épuiser, jusqu'a la disparition
de la sécrétion d’insuline (Doria et al., 2008). Les traitements actuels sont la définition d’un
régime alimentaire, la pratique d’exercice physique ainsi que des médicaments stimulant la
sécrétion de l'insuline ou diminuant la résistance a l'insuline. Malgré tout, apres plusieurs
années de médication, linjection d’insuline peut devenir nécessaire afin de palier au

manque de sécrétion d’insuline par les cellules 3 (Buse et al., 2009).
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Les MODY sont un sous type de diabéte de type 2. Elles représentent 5 a 10 % des cas
de diabete de type 2 (Ledermann, 1995). Les MODY sont dus a la mutation de facteurs de
transcription ou de protéines, impliqués dans I'expression de I'insuline ou la détection du
glucose par les cellules B. Six types de MODY existent. Les MODY-1, -2, -3, -4, -5 et -6
correspondent respectivement a la mutation de Hnf4 ¢, la glucokinase, Hnfla, Pdx1, HnfF1[

et NeuroD1.

4.B Les pancréatites

Les pancréatites comprennent deux formes différentes : les pancréatites aigues et les
pancréatites chroniques. La pancréatite aigue est caractérisée par une inflammation du
pancréas. Les deux causes principales des pancréatites aigues sont un exces d’alcool et une
obstruction du canal biliaire. Elles sont bénignes dans 80% des cas (Wang et al., 2009a). La
pancréatite chronique est caractérisée par une calcification du pancréas. L'étiologie est chez
80 a 90% des patients un alcoolisme chronique. Il n’existe pas de traitement curatif, seul un
régime alimentaire et un suivi médical permettent d’en limiter I’évolution (Dimagno et al.,

2009).

4.C Les tumeurs pancréatiques

L'adénocarcinome est le cancer pancréatique le plus fréquent, avec plus de 80% des
cas. Il est trés rarement guérissable car son diagnostique a souvent lieu alors que d’autres
organes adjacents sont atteints. Méme chez les personnes pour qui une opération de
résection est possible, le taux de survie a 5 ans est inférieur a 20 % (Lau et al., 2006). Les
tumeurs neuroendocrines ont contrairement un pronostic beaucoup plus favorable. La
majorité d’entre elles sont des insulinomes, dont le risque de malignité est exceptionnel. Les

glucagonomes, plus rares, ont eux un risque de malignité plus élevé (Davies et al., 2009).
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B) Organogénése du pancréas

1. Régionalisation de I'endoderme

Le pancréas se développe a partir de 'endoderme. Ce dernier est obtenu aprés la
gastrulation qui permet d’organiser I'embryon en trois feuillets: I'ectoderme d’ou se
développera la peau et le systeme nerveux central ; le mésoderme d’olu se développera le
systeme circulatoire, le squelette et les muscles; et I'endoderme d’ou se développera
notamment le systéme digestif (Wells et al., 1999).

En fin de gastrulation, 'endoderme n’est encore qu’un feuillet de 500 a 1000 cellules.
Cependant, bien que I'endoderme apparaisse morphologiquement homogéne, on peut
diviser ce feuillet en quatre régions (I a IV, Fig. 3a). Cette division est faite par I'expression de
certains génes tels que Cerberus (Bouwmeester et al., 1996), Otx1 (Rhinn et al., 1998) et
Hesx1 (Thomas et al.,, 1996) qui marquent spécifiguement la partie antérieure de
I’endoderme. La partie postérieure est caractérisée par |'expression de génes tels qu’/-FABP
(Green et al.,, 1992) et Cdx2 (Beck et al.,, 1995). La région | va ensuite se rabattre
ventralement et progresser vers la partie postérieure de I'embryon. A l'inverse, apres s’étre
rabattue ventralement, la région IV va progresser vers la partie antérieure de 'embryon. Ces
mouvements morphogénétiques, en combinaison avec le retournement de |'embryon
permettront la formation d’un tube intestinal primitif a E9 (Fig. 3a ; Wells et al., 1999).

La région | donnera naissance au sac vitellin, ainsi qu’au poumon, au foie, au pancréas
ventral et a I'estomac. La région Il contribuera a I'cesophage, a I'estomac, au pancréas
ventral et au duodénum. Les régions lll et IV formeront respectivement le jéjunum et I'iléon ;
et le colon (Fig. 3; Wells et al., 1999). Wells a montré que le FGF4 est impliqué dans ce
processus de détermination de l'identité antéropostérieure de I'endoderme (Wells et al.,
2000). Des travaux récents ont confirmé ces résultats et ont montré que la formation d’un
gradient de FGF4 influence la régionalisation de I’expression de génes tels que Hex1, Pdx1 et
CdxB, marquant respectivement les territoires de I'endoderme antérieur; de I'estomac
postérieur, du pancréas et du duodénum ; et de I'endoderme postérieur (Dessimoz et al.,

2006).
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Figure 3: Développement de I'endoderme. (A) Evolution de I'endoderme entre E7,5 et E14,5. A E7,5,
I’endoderme issu de la gastrulation est formé d’un feuillet d’environ 500 cellules. Les genes tels que Otx1,
Hesx1 et Cerberus vont délimiter la partie antérieure de I'endoderme ; alors que /-fabp et Cdx2 vont en
délimiter la partie postérieure. A ce stade, I'endoderme peut étre divisé en quatre régions numérotées de | a IV.
Un jour aprés la gastrulation, I'endoderme commence a former le tube intestinal primitif suite a des
mouvements morphogénétiques, qui sera clos a E9,5. La ligne en pointillé jaune montre le tube intestinal
primitif en formation, marqué par I'expression de l'albumine (bleu). A E10,5, I'endoderme va ensuite
bourgeonner afin de donner naissance aux poumons, au foie et au pancréas qui se développeront ensuite en
organes fonctionnels. L’expression de Pdx1 (bleu) est révélée a E10,5 et E14,5. A: antérieur, P: postérieur, Pd:
Pancréas dorsal, Po: Poumon, Pv: Pancréas ventral et Est: estomac (B) schéma représentant les différents
territoires présomptifs de 'endoderme a E9,5. (adaptée de Wells et al., 1999).

2. L’engagement dans la différenciation pancréatique

Le premier signe visible de la formation du pancréas est |'expression de Pdx1 a E8,5
(Ohlsson et al., 1993). Cependant, le pancréas n’est pas encore morphologiquement

distinguable de 'endoderme a ce stade. Les premiers signes morphologiques de la formation
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du pancréas sont marqués a E8,5-E9,5 par I'apparition d’'un bourgeon dorsal et de deux
bourgeons ventraux, précisément la ou 'endoderme est en contact avec I'endothélium de
I'aorte sur la face dorsale et les deux veines vitellines sur la face ventrale (Lammert et al.,
2001). Chez les vertébrés supérieurs, seul le bourgeon ventral droit persistera, le second
régressera en méme temps que la veine vitelline gauche (Lammert et al., 2001). En
revanche, chez les vertébrés inférieurs, les deux bourgeons antérieurs (correspondant aux
bourgeons ventraux chez les vertébrés supérieurs) fusionneront et seront impliqués dans la
formation du pancréas endocrine (Field et al., 2003).

Le développement précoce du pancréas est lié a un ensemble de morphogénes tels

que la famille des FGF, des hedgehog et de la signalisation via I’acide rétinoique.

La formation du pancréas ventral est faite par défaut, contrairement a celle du
pancréas dorsal. En effet, 'endoderme ventral antérieur, qui n’est pas en contact avec le
mésoderme cardiaque sera dirigé dans la différenciation pancréatique, et sera a I'origine du
pancréas ventral (Deutsch et al., 2001). En revanche, 'endoderme ventral en contact avec le
mésoderme cardiaque, percevra les molécules de FGF émises par le mésoderme cardiaque

et se différenciera en foie.

2.A La notochorde

Le développement dorsal du pancréas est contrélé par la notochorde. Chez la souris, la
notochorde est en contact avec 'endoderme prépancréatique dorsal, jusqu’a la fusion des
aortes dorsales qui se placeront entre I'épithélium intestinal primitif et la notochorde (Kim
et al., 1997). Kim et al. ont montré que la suppression de la notochorde chez I'embryon de
poulet empéche la formation correcte du pancréas dorsal, et inhibe I'expression de génes
spécifiques du pancréas tels que Pdx1, Pax6 et Isl1 (Kim et al.,, 1997). De plus, des
expériences de greffe de notochorde sur de I'endoderme de poulet ont montré que la
notochorde permet la suppression de Sonic hedgehog (shh) dans I'endoderme, cette
suppression étant nécessaire a la formation du pancréas (Fig. 4 ; Hebrok et al., 1998). Hebrok
et al. ont également montré que les facteurs sécrétés par la notochorde, responsables de la

formation du pancréas sont I'activine B et le FGF2.
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Figure 4: Impact de la signalisation FGF, Hedgehog et TGFB sur la différenciation de I'endoderme en
pancréas. L'endoderme ventral antérieur se différenciera par défaut en pancréas, et formera le bourgeon
pancréatique ventral. L'engagement de la différenciation de mésoderme dorsal en pancréas se fera suite a
I'inhibition de I‘expression de Shh et Ihh par la notochorde et I'aorte dorsale (adaptée de Kim et al., 2002).

2.B La signalisation du TGFf3

La signalisation du TGF-f (Balemans et al., 2002 ; von Bubnoff et al., 2001) a été
impliqué dans le développement précoce du pancréas. La premiere étude montrant
I'implication de la voie du TGFf dans la formation du pancréas est celle de Sanvito et al. qui
montrent qu’un exces de TGFP induit une augmentation de la différenciation endocrine
(Sanvito et al., 1994). L’étude inverse, dans laquelle I'activine est inhibée dans I'épithélium
pancréatiqgue montre une induction de la différenciation exocrine au dépend de la
différenciation endocrine (Miralles et al., 1998). Ces résultats soulignent un effet tardif de la
voie du TGFB sur la différenciation du pancréas en influengant Ila balance
endocrine/exocrine. Hebrok et al. ont également mis en évidence que I'ajout d’activine 3B
sur des cultures d’endoderme de poulet permet d’induire I'expression de PDX1 et de
I'insuline, mimant ainsi le réle de la notochorde (Hebrok et al., 1998). Kim et al. ont
également montré que la mutation du récepteur de I'activine de type IIB, chez des souris
hétérozygotes mutantes pour le récepteur de I'activine de type IIA, induit la formation d’un
pancréas hypoplasique enroulé autour de l'intestin (Kim et al.,, 2000). Ce phénotype est
similaire a celui observé chez les souris mutantes pour Indian hedgehog quand elles sont

croisées avec les souris mutantes pour Shh. En effet, on observe chez ces souris une
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hypoplasie du pancréas, avec un enroulement de ce dernier autour du duodénum (Hebrok et
al., 2000).

L’ensemble de ces résultats, montre que la régulation de I'expression des genes de la
famille Hedgehog par la voie de signalisation du TGFB est nécessaire a la fois a la
différenciation précoce du pancréas, ainsi qu’a la régulation plus tardive (vers E12,5) de la

balance de la différenciation des cellules endocrines/exocrines.

2.C La signalisation du FGF

Tout comme la voie de signalisation du TGFf, la signalisation du FGF (Bottcher et al.,
2005) est impliquée dans différents processus de développement du pancréas.

Comme préalablement cité, le FGF4 est nécessaire tres toét au cours de la
régionalisation de 'endoderme (Wells et al., 2000).

Puis au cours de la différenciation pancréatique, la signalisation du FGF a un impact
opposé dans le pancréas ventral par rapport au pancréas dorsal. En effet, I'expression de
FGF par le mésoderme cardiaque induit la différenciation de I'’endoderme ventral antérieur
en foie suite a I'induction de I'expression de Shh (Fig. 4 ; Deutsch et al., 2001).

En revanche, la signalisation du FGF est nécessaire a une différenciation correcte du
pancréas dorsal. La perte de I'expression de FGF10 induit une forte réduction de la
croissance de I'épithélium pancréatique, qui par conséquent induit I'arrét de la croissance et
de la morphogénése des bourgeons pancréatiques (Bhushan et al.,, 2001). De plus, la
mutation du récepteur FGFR-2 1lIB, qui est le récepteur de FGF10, entraine un phénotype
similaire a celui observé par Bhushan et al. En effet, Pulkkinen et al. ont montré que la perte
de fonction du récepteur FGFR-2 IlIB induit une réduction de la croissance et de la
ramification des bourgeons pancréatiques (Pulkkinen et al., 2003). Toutefois, a I'inverse du
phénotype de la mutation de FGF10, une différenciation partielle du pancréas endocrine et
exocrine est conservée chez les souris mutantes pour FGFR-2 IlIB. Sachant que FGFR-2 1lIB
est le récepteur de FGF10 (Miralles et al., 1999), ces résultats suggerent que via FGFR-2 11IB,
FGF10 aurait pour fonction d’induire la prolifération de I'épithélium pancréatique. Hebrok et
al. ont également montré que la culture d’endoderme de poulet en présence d’une dose de
1 ng/ml de FGF2 permet d’induire I'expression de Pdx1 et de I'insuline, tout en supprimant

I’expression de Shh et Ptc, la cible de Shh (Hebrok et al., 1998).
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La voie du FGF, au dela de son impact sur la régionalisation de 'endoderme et sur la
formation des bourgeons pancréatiques, semble étre impliquée dans la balance de la
différenciation endocrine et exocrine. Dans ce sens, Hebrok et al. ont également montré
gu’une dose élevée de FGF2 (10-50 ng/ml) induit une réduction de I'expression de pdx1 et
de l'insuline par rapport a une dose plus faible (Hebrok et al., 1998). De plus, I'expression
ectopique de FGF4 selon le patron d’expression de Pdx1 induit une destruction des cellules
endocrines, avec une persistance des cellules exocrines (Dichmann et al.,, 2003). Un
phénotype similaire a été obtenu par I'ajout prolongé de FGF7 sur des explants
pancréatiques en culture, induisant la prolifération de I'épithélium tout en supprimant la
différenciation endocrine. De plus, I'induction de la prolifération de I'épithélium par ajout de
FGF7 est suivie de la différenciation de cet épithélium en cellules endocrines quand le FGF7
est enlevé du milieu de culture (Elghazi et al., 2002).

L'ensemble de ces résultats suggére donc que la voie de signalisation du FGF est
impliquée au cours du développement du pancréas, dans la prolifération de I'épithélium
pancréatique, tout en empéchant la différenciation de cet épithélium en cellules endocrines.

Il faut aussi noter que la signalisation du FGF régule la signalisation Hedgehog.

2.D La signalisation Hedgehog

La voie de signalisation hedgehog (Lum et al., 2004) est également impliquée dans la
formation du pancréas. Sonic Hedgehog (Shh) est exprimé tot dans I'ensemble de
I’épithélium intestinal primitif (Apelqvist et al., 1997). Puis, son expression va étre
spécifiguement inhibée dans le territoire présomptif du pancréas sous l'influence de la
notochorde (Fig. 4; Hebrok et al., 1998). Toutefois, la délétion de Shh ne permet pas
d’induire un agrandissement du territoire pancréatique ; bien que proportionnellement a la
taille de 'embryon qui lui diminue chez les mutants Shh, la taille du pancréas augmente
(Hebrok et al., 2000). Par contre, 'ajout de cyclopamine (qui bloque I'ensemble de la
signalisation Hedgehog : Indian, Desert et Sonic hedgehog) induit une augmentation de la
taille du pancréas (Thomas et al., 2000). L’étude de Thomas et al. suggére donc que d’autres
facteurs que Shh seraient impliqués dans la régulation de la voie Hedgehog. Hebrok et al.

ont dans ce sens mis en évidence que la mutation Ihh, quand elle est combinée avec celle de
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Shh, entraine un hypoplasie du pancréas, avec un enroulement de ce dernier autour du
duodénum (Hebrok et al., 2000).

Bien que I'absence de notochorde n’empéche pas la formation du pancréas ventral,
Deutsch et Al. ont montré la nécessité de I'inhibition de la signalisation hedgehog pour la
formation du pancréas ventral. Tout comme le pancréas dorsal, I'ensemble de I'endoderme
ventral antérieur n’exprime pas Shh (Deutsch et al., 2001). Cette totale absence de
I'expression de Shh peut expliquer la différenciation par défaut de I'endoderme ventral
antérieur en pancréas. Deutsch et Al. ont également montré que l'inhibition de la
différenciation pancréatique dans I'endoderme ventral antérieur formant le foie est permise
grace a I'expression de Shh dans le mésoderme cardiaque, qui est en contact de I'épithélium
(Fig. 4 ; Deutsch et al., 2001).

L’ensemble de ces résultats montre donc que la signalisation Hedgehog inhibe la
différenciation de I'endoderme en pancréas. Par conséquent, son inhibition par les FGF et la

voie du TGFf est nécessaire pour la formation du pancréas dorsal (Fig.4).

2.E La signalisation de I'acide rétinoique

La signalisation de I'acide rétinoique (AR ; Bastien et al., 2004 ; Ross et al., 2000) a
également été impliquée dans le développement du pancréas.

La signalisation via I’AR a été impliquée dans l'initiation du développement du pancréas
murin (Martin et al., 2005 ; Molotkov et al., 2005). Les souris mutantes pour Raldh2 sont
caractérisées par une perte du développement du pancréas dorsal, alors que le
développement du pancréas ventral reste inchangé (Martin et al., 2005 ; Molotkov et al.,
2005). Cette différence sur le développement des deux bourgeons pancréatiques peut
s’expliquer par 'absence d’expression de Raldh2 dans le mésoderme autour du pancréas
ventral de I'embryon de souris a E9,5. Martin et Al. ont également montré que la perte de
Raldh2 entraine une perte des cellules du mésenchyme autour du bourgeon dorsal, similaire
au phénotype observé chez le mutant /s/l1 (Martin et al., 2005 ; Ahlgren et al., 1997). Ainsi,
I'absence de développement du pancréas dorsal, chez les souris RALDH2 mutantes ne
pourrait étre qu’un effet secondaire de I'absence de signal provenant du mésenchyme

autour du pancréas dorsal.
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Des travaux récents ont mis en évidence que I’AR serait également nécessaire a la
formation du pancréas ventral. En effet, I'expression d’une forme dominante négative du
récepteur a I’AR o sous le controle du promoteur de pdx1 induit une totale agénésie du
pancréas (Ostrom et al., 2008). Bien que ces résultats suggérent un role direct de I’AR dans
le développement du pancréas, se pose la question du mécanisme par lequel I’AR est
synthétisé au po6le ventral depuis que Martin et al. n’ont pu mettre en évidence I'expression
d’aucune des isoformes de RALDH dans le mésenchyme entourant le bourgeon ventral
(Martin et al., 2005).

Ostrém et al. ont en outre mis en évidence que I'AR serait impliqué dans la formation
de I’épithélium pancréatique exprimant Neurog3, puis dans la différenciation de ces cellules
en cellules 3 par I'induction d’'un programme normal de différenciation (Ostrom et al., 2008).

En utilisant des poissons zébres mutés pour Raldh2 (enzyme nécessaire a la formation
de I’AR) ou par injection d’antagoniste de la signalisation de I’AR, Stafford et al. ont montré
que I'AR est nécessaire a la formation du pancréas (Stafford et al., 2002) ainsi qu’a la
formation des cellules B (Stafford et al., 2006) chez le poisson zébre. Des analyses similaires
chez le xénope ont également mis en évidence la nécessité de la signalisation de I’AR afin
d’induire le développement normal du pancréas (Chen et al., 2004). De plus, Stafford et al.
ont également montré que I'expression ectopique de I’AR permet d’étendre le territoire
d’ou se développera le pancréas en postériorisant I'endoderme antérieur (Stafford et al.,
2002).

De récents travaux chez I'embryon de poulet ont conforté ces derniers résultats. En
effet, Bayha et al. ont mis en évidence que la mise en place d’un gradient d’AR est nécessaire
a la spécification de I'endoderme sur I'ensemble de I'axe antéropostérieur (Bayha et al.,

20009).
L’ensemble de ces résultats montre donc que la signalisation de I’AR est nécessaire a la

formation du pancréas dorsal et ventral, et serait également impliguée dans Ia

régionalisation de 'endoderme.
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2.F La signalisation Wnt

Comme l|‘ensemble des voies de signalisation décrites précédemment, la voie Wnt
(Logan et al., 2004) est également impliquée dans la différenciation pancréatique.

Une analyse détaillée de I'expression des différents acteurs de la voie Wnt a montré
gu’a E11, I'expression des Wnt est localisée dans le mésenchyme. Dans le pancréas, le
niveau d’expression de Wnt5a est le plus élevé. L'expression de Wnt7b et Wnt2b sont
également détectées dans le pancréas en développement. Wnt5b, Wnt11 et Wnt16 sont
également exprimés de fagon constante au cours du développement pancréatique mais a
des niveaux plus faibles. Différents récepteurs de la voie Wnt (Frz2, 3,4, 5, 6, 7, 8 et 9) sont
également détectés dans les cellules épithéliales pancréatiques embryonnaires. En revanche,
I’expression des inhibiteurs de la voie Wnt, sFRP, change au cours du développement. sFRP1
est détecté a E11 dans le mésenchyme pancréatique, alors que sFRP2 et sFRP3 sont détectés
dans les cellules endocrines a E17. Finalement, LRP5 et LRP6, des corécepteurs de Wnt, sont
exprimés pendant le développement pancréatique (Heller et al., 2002).

La fonction de Wnt a également été intensément étudiée. La premiére de ces études a
été réalisée par I'expression ectopique de Wntl ou Wnt5 selon le patron d’expression de
Pdx1. Heller et al. ont ainsi mis en évidence que la surexpression de Wnt1 ou Wnt5 induisent
respectivement une agénésie ou une sévere hypoplasie du pancréas (Heller et al., 2002). Ces
résultats suggerent donc que l'inhibition de la voie Wnt est nécessaire a la différenciation
des cellules pancréatiques.

L’étude de la voie Wnt s’est ensuite focalisée sur la voie canonique de Wnt. Pour cela,
I'expression de la B-caténine a été spécifiquement supprimée selon le patron d’expression
de Pdx1 (Murtaugh et al., 2005 ; Wells et al., 2007). Ces deux études ont montré que la perte
d’expression de la [B-caténine n’induit pas de perte des progéniteurs pancréatiques
exprimant Pdx1 a E11,5. Par contre, alors que les cellules endocrines se développent
normalement, ces deux études ont mis en évidence une perte de la différenciation exocrine
presque totale (Murtaugh et al., 2005 ; Wells et al., 2007).

L’étude inverse a montré que I'expression précoce de la -caténine selon le patron
d’expression de Pdx1 induisait, comme I'expression de Wnt-1 et Wnt-5, une agénésie du
pancréas (Heiser et al.,, 2006). De plus, cette agénésie du pancréas est corrélée avec une

augmentation de I'expression de Shh et une perte de I'expression de FGF10. Ces derniers
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résultats suggerent donc que I'expression anormale de la voie Wnt déclenche a son tour,
une expression anormale de la voie hedgehog et FGF. En revanche, l'induction d’une
expression plus tardive de la B-caténine induit une augmentation de la taille du pancréas,
avec une augmentation du nombre de cellules exocrines (Heiser et al., 2006).

Papadopoulou et al. ont montré que l'inhibition de la voie Wnt, par I’expression d’une
forme dominante négative de FRZ8 sous le contréle du promoteur Pdx1 induit une réduction
de la croissance pancréatique (Papadopoulou et al., 2005), alors que la perte d’expression de
la B-caténine n’induit pas de perte des progéniteurs pancréatiques exprimant pdx1, mais
une perte quasi compléte de la différenciation exocrine (Murtaugh et al., 2005 ; Wells et al.,
2007). Cependant, malgré cette hypoplasie drastique, ces souris ne présentent pas
d’hyperglycémie. Ceci peut étre expliqué par le fait que chez I'adulte la proportion des
cellules endocrines par rapport a la surface pancréatique est augmentée par rapport a une
souris sauvage, bien que le rapport des cellules a/B reste similaire a celui d’'une souris
sauvage.

Une autre étude, réalisée chez la souris, montre que la perte d’activité de la
—caténine selon le patron d’expression de Pdx1 n’induit qu’une faible réduction de la
différenciation endocrine, et n’induit aucun effet sur la différenciation exocrine (Dessimoz et
al., 2006). Ces résultats sont donc en contradiction avec les travaux de Murtaugh et Wells
(Murtaugh et al.,, 2005; Wells et al., 2007). Toutefois, des contréles montrent que
I'inactivation de la B-caténine n’est que partielle entre E14,5 et la naissance (Dessimoz et al.,
2006). Cette observation suggere donc que le faible phénotype observé par Dessimoz et al.
serait plutot du a une faible réduction de la signalisation de la voie Wnt, plutét qu’a une non
nécessité de la voie Wnt pour le développement pancréatique.

Finalement, la voie Wnt semble également étre impliquée dans la régulation de la
prolifération des cellules B dans les ilots de Langerhans. En effet, Rulifson et al. ont montré
que I'ajout de WNT3a sur des cultures d’ilots isolés ou que I'expression d’un forme active de
la B-caténine dans des cellules exprimant I'insuline induisaient la prolifération des cellules .
Réciproquement, I'inhibition de la voie Wnt, par une surexpression de |’axine dans les flots
de Langerhans, induit une réduction de la prolifération néonatale des cellules 3 (Rulifson et

al., 2007).
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L'ensemble de ces résultats suggere donc que les différents composants de la voie Wnt
pourraient étre impliqués soit dans I'induction de la différenciation pancréatique, soit dans
la prolifération cellulaire, soit dans la différenciation exocrine, soit dans plusieurs de ces
processus. Toutefois, la variation de phénotype d’'une étude a I'autre nécessitera de réaliser
d’autres études afin de déterminer le réle exact de la voie Wnt dans la différenciation

pancréatique.

2.G Les facteurs de transcription impliqués dans la différenciation précoce du pancréas

L’action régulée de I'ensemble des facteurs décrits ci dessus va ainsi permettre
I’émergence des bourgeons pancréatiques ventral et dorsal, qui auront la capacité de se
différencier dans I'ensemble des sous types cellulaires pancréatiques. En paralléle a ces
signaux, |'expression de plusieurs facteurs de transcription est également requise aux
premieres étapes de l'initiation pancréatique. On peut notamment y remarquer les
protéines a « homeodomain » HLXB9, ISL1, HEX et PDX1, la protéine a domaine HMG SOX9

et la protéine a domaine « basix Helix Loop Helix » (bHLH) PTF1a.

2.G.a HLXB9

L'expression de HIxb9 est induite dés E8 dans I'ensemble de I'endoderme intestinal
primitif (Li et al., 1999) puis va rapidement étre perdue dans le pancréas en différenciation
et sera exprimé dans les ilots de Langerhans spécifiquement dans les cellules 3 (Harrison et
al., 1999). L'étude de la perte de fonction de HIxb9 chez la souris a montré que HLXB9 est
nécessaire a la formation du pancréas dorsal. En revanche, le développement du bourgeon
ventral n’est pas affecté chez les souris mutantes (Harrison et al., 1999 ; Li et al., 1999). De
plus, 'absence d’expression de Shh et lhh dans les bourgeons pancréatiques montrent que

HLXB9 n’est pas requis pour la régulation de la voie hedgehog (Li et al., 1999).

2.G.bISL1

Le facteur de transcription a « homeodomain » LIM, ISL1, a également été impliqué

dans le développement précoce du pancréas (Karlsson et al., 1990). Son expression est

31



Introduction — Organogénese du pancréas

biphasique. Dans un premier temps, Is/1 est exprimé dans le mésenchyme autour du
pancréas dorsal. Puis dans un second temps, Is/1 est exprimé dans I'épithélium dorsal et
ventral, et son expression sera conservée dans les cellules pancréatiques endocrines
(Ahlgren et al., 1997). La perte de fonction d’Is/1 est caractérisée par une absence du
développement du bourgeon dorsal alors que le bourgeon ventral se forme normalement.
Ce processus semble étre cellule non autonome puisque des cocultures d’épithélium mutant
pour Isl1 avec du mésenchyme sauvage induit la prolifération de I'épithélium pancréatique
et le sauvetage de la différenciation exocrine. Le pancréas des mutants /s/1 est également
caractérisé par une absence totale de cellules endocrines dans les cocultures d’épithélium
mutant pour Is/1 et de mésenchyme sauvage, suggérant qu’ISL1 serait requis pour la

différenciation endocrine (Ahlgren et al., 1997).

2.G.c HEX

Le facteur de transcription a « homeodomain » HEX est, a I'opposé d’ISL1 et de HLXB9,
impliqué dans la formation du pancréas ventral. En effet, en absence d’expression de Hex, le
bourgeon pancréatique ventral n’est pas formé ; alors que le foie, qui est issu de I'inhibition
par le mésoderme cardiaque de la différenciation du pancréas ventral, se développe
normalement (Bort et al., 2004). Bort et al. ont montré que chez le mutant Hex, I’hypoplasie
du pancréas ventral est due a une réduction de la prolifération de I'endoderme ventral
antérieur. Celle-ci ayant pour conséquence de ne pas permettre un développement de
'endoderme antérieur ventral au dela du mésoderme cardiaque, engendrant par
conséquent l'inhibition de la différenciation pancréatique du bourgeon ventral (Bort et al.,

2004).

2.G.d PDX1

Le facteur de transcription PDX1 a été intensément étudié de par son réle crucial dans
le développement pancréatique ; et de nombreuses études ont utilisé son promoteur pour
induire I'expression de genes au cours du développement pancréatique. L'expression de
Pdx1 dans le pancréas a été caractérisée par Ohlsson et al. (Ohlsson et al., 1993). Pdx1 est

exprimé dés E8 dans I'endoderme intestinal primitif (Guz et al.,, 1995). A E10,5, son
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expression est détectée dans la partie postérieure de I'estomac, le duodénum et les deux
bourgeons pancréatiques (Ahlgren et al., 1996). Puis dans le pancréas en développement,
son expression est perdue ; elle est ensuite réinduite dans les cellules 3 en différenciation et
dans les ilots de Langerhans (Ohlsson et al., 1993 ; Ahlgren et al., 1998).

Plusieurs études ont mis en évidence le réle primordial de PDX1 dans la différenciation
pancréatique. En effet, la perte de fonction de PDX1 entraine une absence de pancréas chez
les souriceaux nouveaux nés (Jonsson et al., 1994). Seul un début de bourgeonnement dorsal
de I'épithélium est observé entre E10,5 et E12,5 (Ahlgren et al., 1996). Offield et al. ont
également mis en évidence que |'expression de Pdx1 est requise pour le développement
normal de la jonction pylorique avec le duodénum, et la différenciation de la partie
antérieure du duodénum (Offield et al.,, 1996). D’autres études ont également analysé la
capacité de PDX1 a induire une différenciation pancréatique. Il a ainsi été mis en évidence
gue PDX1 pouvait induire I'expression de HLXB9 et de NKX6.1, ainsi qu’une structure
similaire au bourgeon pancréatique (Grapin-Botton et al., 2001 ; Pedersen et al., 2005).

Différents génes ont été caractérisés pour réguler I'expression de Pdx1. L'étude de la
souris mutante pour Tcf2, qui est caractérisée par une agénésie du pancréas bien que le
bourgeonnement dorsal pancréatique s’initie (comme chez la souris mutante pour Pdx1), a
mis en évidence la perte d’expression de Pdx1, suggérant que lI'expression de TCF2 est
nécessaire a I'expression de Pdx1. Il a été également montré que I'expression de FOXa2 est
nécessaire pour I'expression de Pdx1 (Wu et al., 1997). Jacquemin et al. ont également
montré que la perte de fonction de Oc-1 entraine un retard dans la spécification
pancréatique de I'endoderme, induisant ainsi une réduction de I'expression de Pdx1, et par

conséquent une hypoplasie du pancréas (Jacquemin et al., 2003).

2.G.e PTFla

PTF1a, un facteur de transcription a bHLH a également été caractérisé comme étant
nécessaire au développement précoce du pancréas. Initialement, Ptfla a été caractérisé
pour étre exprimé dans les cellules exocrines (Krapp et al., 1996). Krapp et al. ont montré
que la perte de fonction de Ptfla induit une perte du lignage exocrine. lls ont également mis
en évidence que la perte de fonction de Ptfla influence la formation du pancréas endocrine.

En effet, ils ont montré que les cellules pancréatiques endocrines se développent
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normalement jusqu’a E16,5. Puis, chez les souriceaux nouveaux nés Ptfla mutants, les
cellules pancréatiques endocrines ne sont plus détectées dans le pancréas, mais sont
relocalisées dans la rate (Krapp et al., 1998). Ces derniers résultats suggérent donc que Ptfla
serait requis a la structuration du pancréas, et qu’en son absence, les cellules endocrines
seraient relocalisées vers la rate, une caractéristique observée chez certains vertébrés
inferieurs tels que les reptiles (Krapp et al., 1998). Toutefois, par une expérience de tracage
cellulaire, Kawaguchi et al. ont montré que les cellules exprimant les hormones
pancréatiques localisées dans la rate n‘ont pas exprimé Ptfla (Kawaguchi et al., 2002).
D’autre études ont montré que Ptfla est exprimé dans les progéniteurs pancréatiques dés
E9 (Kawaguchi et al., 2002 ; Hald et al., 2008). Kawaguchi et al. ont également montré que
les progéniteurs pancréatiques exprimant Ptfla donneront naissance a |'ensemble des
différents lignages cellulaires constituant le pancréas adulte (Kawaguchi et al., 2002). Ils ont
également montré par des expériences de tracage cellulaire que chez les mutants Ptfla, les
cellules qui auraient di exprimer Ptfla sont relocalisées dans le duodénum (Kawaguchi et
al., 2002). Ces résultats suggérent donc que Ptfla serait requis pour la différenciation
pancréatique de I'épithélium exprimant pdx1 et empécherait une différenciation intestinale
de ces progéniteurs. D'autres études ont également montré que I'expression ectopique de
PTF1a, combinée a celle de PDX1, ou I'expression d’une forme constitutivement active de
PTFla, permet d’étendre a I'endoderme postérieur la formation de progéniteurs
pancréatiques, conduisant au développement d’un pancréas géant chez le xénope; ou
permet la transformation de I'endoderme hépatique en pancréas (Afelik et al., 2006 ; Jarikji

et al., 2007).

2.G.f SOX9

La protéine a domaine HMG SOX9 est exprimée dés E9,5 dans les bourgeons
pancréatiques (Lioubinski et al., 2003). De plus, Il a été montré par une expérience de
tracage cellulaire que Sox9 est exprimé dans I'ensemble de I'épithélium pancréatique
suggérant qu’il est exprimé dans les progéniteurs pancréatiques (Akiyama et al., 2005).
Seymour et al. ont également mis en évidence que le perte de fonction de Sox9 induit une
séveére hypoplasie pancréatique (Seymour et al.,, 2007). Cette hypoplasie est due a une

réduction du nombre de progéniteurs pancréatiques dont SOX9 controle la prolifération par
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la régulation de I'expression de FoxA2, Tcf2, Oc-1 et Hes1 (Lynn et al., 2007 ; Seymour et al.,
2007). De plus, des travaux récents ont montré que SOX9 est également impliqué dans la
formation des progéniteurs pancréatiques endocriniens. En effet, Seymour et al. ont montré
gue la mutation de Sox9 a I’état hétérozygote entraine une réduction spécifique du nombre
de cellules endocrines, liée a une baisse du nombre de cellules NEUROG3 (Seymour et al.,

2008).

L’'ensemble de ces études montre que I'induction du développement du pancréas est a
la fois sous le contréle de signalisation externe a I’épithélium pancréatique, ainsi que sous le
contréle de I'expression de génes dans |'épithélium, nécessaires au développement du
pancréas. Ensemble, ils permettent de générer a partir de 'endoderme intestinal primitif, la
formation de deux bourgeons pancréatiques qui permettront de donner naissance au

pancréas chez I'individu adulte.

C) Contrdle génétique de la différenciation du pancréas endocrine

1. Induction de la différenciation des différents lignages cellulaires pancréatiques

Une fois les progéniteurs pancréatiques exprimant notamment PDX1 et PTF1a formés,
I'induction de leur différenciation dans les trois lignages cellulaires constituant le pancréas
va permettre de former les cellules acinaires, les cellules canalaires et les cellules
endocrines.

Cette régulation de la différenciation des différents lignages pancréatiques est permise
par la voie de signalisation notch (Fig.5; Schweisguth, 2004 ; Lai, 2004). Différents
partenaires de la voie Notch ont été identifiés dans le pancréas en développement. Notch-1,
-2 sont exprimés dans |'épithélium exocrine en formation (Jensen et al., 2000a). Notch-3 est
spécifiguement exprimé dans le mésenchyme pancréatique (Jensen et al., 2000b). Notch-4
est lui exprimé dans les cellules endothéliales présentes dans le pancréas en développement
(Lammert et al., 2000). Les ligands de Notch, DIl1, DII3, Jag1, Jag2 sont exprimés au cours du
développement pancréatique. Hes1, une cible de Notch, est également exprimée dans le

pancréas embryonnaire (Jensen et al., 2000b).
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Figure 5: Ll'induction de la voie Notch par Neurog3 induit la différenciation des différents lignages
pancréatiques. L'expression de Neurog3 induit la voie notch qui par un mécanisme d’inhibition latérale, va
inhiber I'expression de Neurog3 dans les cellules adjacentes. Par conséquent, ces cellules s’engageront dans le
lignage exocrine ou canalaire. A l'inverse, les cellules exprimant Neurog3 se différencieront en cellules
endocrines (adaptée de Skipper et Lewis, 2000).

La premiere évidence de I'implication de la voie notch a été montrée par les travaux
d’Apelqgvits et al.. lls ont mis en évidence que la perte de fonction pour Rbp-jx, un
coactivateur de la voie notch, induit une augmentation a E8,5-E9,5 de I’expression de
neurog3, qui a été décrit comme un géne proendocrine (Apelgvist et al., 1999). Apleqvist et
al. ont également étudié I'impact de la perte de fonction de DI/1, le ligand de notch,
nécessaire au clivage de la protéine Notch permettant son activité intracellulaire. Ils ont ainsi
montré que chez les souris mutantes pour DIl1, la taille du bourgeon pancréatique est
réduite, et que le nombre de progéniteurs pancréatiques exprimant PDX1 est réduit
parallelement a une augmentation du nombre des cellules exprimant Neurog3 a E9,5, et
Neurod1 ou le glucagon a E10,5 (Apelqgvist et al., 1999). Jensen et al. ont également mis en
évidence que la perte de fonction de hesl induit une réduction des précurseurs
pancréatiques pluripotents suite a une différenciation accélérée en cellules endocrines
exprimant le glucagon (Jensen et al., 2000b). Il a également été mis en évidence que la
surexpression de NEUROG3 selon le patron d’expression de pdx1 induit une réduction de la
taille du pancréas en développement, avec une augmentation précoce de la différenciation
endocrine (Apelqvist et al., 1999 ; Schwitzgebel et al., 2000). La surexpression de Notchl
selon le patron de Pdx1 des E9,5 induit également une hypoplasie pancréatique, couplée a

une différenciation précoce des progéniteurs pancréatiques en cellules endocrines
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(Murtaugh et al., 2003). L’ensemble de ces résultats montre donc que I'induction précoce de
la voie notch a pour fonction d’inhiber une différenciation précoce des progéniteurs
pancréatiques en cellules endocrines, en inhibant I'expression de Neurog3 via Hes1.
Toutefois, Notch, au-dela de son role dans I'inhibition de la différenciation précoce des
progéniteurs pancréatiques, est également indispensable a la différenciation des différents
lignages pancréatiques. Afin d’étudier les fonctions de la voie notch a différents stades au
cours du développement pancréatique, Murtaugh et al. ont crée un modeéle de souris ou le
domaine intracellulaire de Notchl est conditionné a I'expression de la Cre couplée au
domaine de liaison du ligand du récepteur des cestrogénes modifié pour reconnaitre
spécifiquement le 4-hydroxytamoxiféene (Murtaugh et al., 2003). lls ont ainsi montré que
I'induction ectopique de la voie notch a E13,5 ou E14,5 induisait la formation d’un
épithélium tubulaire dépourvu de cellules endocrines et exocrines. En revanche, I'induction
de la voie notch a E15,5 n’a pas d’effet sur la croissance pancréatique, bien que les cellules
exprimant le domaine intracellulaire de NOTCH1 n’exprime ni linsuline, ni I'amylase
(Murtaugh et al., 2003). Esni et al. ont également montré que I'activation ectopique de la
voie Notch dans des explants pancréatiques murins en culture induit une réduction de la
différenciation exocrine. lls ont également confirmé ce résultat chez le poisson zébre (Esni et
al., 2004). Récemment, il a également été suggéré que Notch serait nécessaire a la formation
du lignage canalaire pancréatique. En effet, Lorent et al. ont montré une perte de
I’expression des marqueurs canalaires pancréatiques en faveur d’une augmentation de la
taille des acini chez le poisson zébre ol I'expression des ligands de Notch, Jagged, est perdue
(Lorent et al., 2004). Yee et al. ont également mis en évidence chez le poisson zébre que
I’expression ectopique de Notch induit une perte de la formation des canaux pancréatiques
(Yee et al.,, 2005). Récemment, il a aussi été démontré que l'expression du domaine
intracellulaire de notch selon le patron d’expression de pax4 chez la souris induit un

développement accru des cellules canalaires (Greenwood et al., 2007).

L’'ensemble de ces résultats montre donc que la signalisation de la voie Notch est
nécessaire au maintien des progéniteurs pancréatiques apres le bourgeonnement ventral et
dorsal du pancréas, ainsi qu’a la régulation de l'induction de la différenciation des trois

lignages cellulaires composant le pancréas.
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2. Neurog3 est nécessaire a I’engagement de la différenciation du pancréas endocrine

Comme suggéré par les travaux d’Apelqvist et al., le facteur de transcription a bHLH
NEUROG3 semble étre impliqué dans la différenciation des progéniteurs pancréatiques en
cellules endocrines (Apelqvist et al., 1999). L'étude de la perte de fonction de Neurog3 a
permis de définir le réle de NEUROG3 dans le pancréas en développement. Il a ainsi été
montré qu’en I'absence de I'expression de Neurog3, le pancréas des souris nouveaux nées
est caractérisé par une agénésie du pancréas endocrine. Ces souriceaux, présentant une
hyperglycémie, meurent rapidement apres la naissance (Gradwohl et al., 2000). Ces résultats
montrent donc que NEUROG3 est nécessaire a la formation des cellules endocrines, en
engageant les progéniteurs pancréatiques dans la différenciation endocrine.

L’expression de NEUROG3 dans le pancréas commence a étre détectable dans le
bourgeon dorsal a E8,5-E8,75 et dans le bourgeon ventral a E9,5 (Jorgensen et al., 2007). Son
expression va ensuite croitre dans I’épithélium pancréatique pour atteindre son maximum a
E15,5 (Apelqvist et al., 1999 ; Gradwohl et al., 2000). Son expression va ensuite fortement
décroitre pour étre détectée dans quelques rares cellules a E17,5 (Apelqvist et al., 1999 ;
Gradwohl et al.,, 2000). De récents travaux réalisés par le groupe d’Harry Heimberg
suggerent également que des cellules NEUROG3 positives seraient présentes dans le
pancréas adulte sous certaines conditions. En effet, Xu et al. ont montré une forte
augmentation du nombre de cellules NEUROG3 dans le pancréas adulte apres la ligature au
niveau de la queue du pancréas induisant la destruction du pancréas par les sucs
pancréatiques (Xu et al., 2008). De plus, la greffe des cellules exprimant Neurog3 permet de
restaurer la différenciation endocrine chez des mutants Neurog3, chez qui la différenciation
endocrine est totalement perdue (Xu et al., 2008). Une étude récente suggere également
gue NEUROGS3 serait exprimée dans la majorité des cellules des flots de Langerhans chez
I'adulte, bien que le niveau de son expression soit beaucoup plus faible que durant
I'embryogénése (Wang et al., 2009b).

De nombreuses études ont étudié I'impact de I'expression de NEUROG3 au cours du
développement embryonnaire. Il a ainsi été mis en évidence que I'expression de Neurog3
dans I'endoderme de poulet est nécessaire et suffisante a I'engagement de I'endoderme
dans la différenciation du pancréas endocrine (Grapin-Botton et al., 2001). Ces résultats ont

été confirmés par I'expression ectopique de Neurog3 dans des pancréas de souris en culture
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a E13,5 (Dominguez-Bendala et al., 2005). Gu et al. ont également montré par des
expériences de tracage cellulaire que NEUROG3 est spécifiquement requis pour la formation
du lignage endocrinien, et que I'ensemble des cellules endocrines du pancréas ont exprimé
Neurog3 (Gu et al., 2002). Il a également été montré que |'expression ectopique précoce de
neurog3 a E10,5 selon le patron d’expression de Pdx1 induit la formation d’un pancréas
hypoplasique ou la majorité des cellules endocrines exprime le glucagon (Apelqgvist et al.,
1999 ; Schwitzgebel et al., 2000 ; Johansson et al., 2007).

L'ensemble de ces résultats met ainsi en évidence le role fondamental du facteur de
transcription  NEUROG3 dans linduction de cascades génétiques nécessaires a la
différenciation du pancréas endocrine (Fig. 6). Réle qui n’a été que confirmé depuis, puisque
I’expression endocrine des facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des
sous types pancréatiques endocriniens est perdue chez les souris mutées pour Neurog3
(Gradwohl et al., 2000 ; Mellitzer et al., 2006 ; Petri et al., 2006).

De plus, des travaux récents ont montré que la compétence des progéniteurs
pancréatiques endocrines exprimant NEUROG3 a se différencier dans les différents sous
types cellulaires endocriniens varie au cours de 'embryogénese. Johansson et al. ont montré
que les progéniteurs endocrines ont la compétence de se différencier en cellules a sécrétant
le glucagon des E8,5, alors qu’ils ne peuvent se différencier en cellules B sécrétant I'insuline
ou O sécrétant la somatostatine qu’a partir de E10,5, et en cellules PP sécrétant le PP qu’a
partir de E14,5. De plus, la compétence a se différencier en cellules o est drastiquement
réduite entre E8,5 et E14,5 en faveur des autres types cellulaires pancréatiques endocriniens
(Johansson et al., 2007).

L’'ensemble de ces résultats montre donc qu’au cours du développement pancréatique
NEUROGS3 est nécessaire et suffisante a 'engagement des progéniteurs pancréatiques dans
la différenciation endocrine et a la différenciation des différents sous types cellulaires

pancréatiques endocriniens.
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Figure 6: Modele schématique de la différenciation du pancréas endocrine. Ce schéma est basé sur le profil
d’expression des genes représentés et sur les phénotypes observés chez les gains et pertes de fonction de ces genes
(adaptée de Collombat et al., 2006).
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3. les facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des progéniteurs
pancréatiques endocrines

En parallele a I'étude de I'induction de la différenciation pancréatique, et de I'étude de
la régulation de la différenciation exocrine/endocrine, de nombreuses études ont été
réalisées sur la différenciation des sous types endocriniens. De nombreux facteurs de
transcription ont ainsi été caractérisés et se répartissent en trois catégories : les facteurs de
transcription pancréatiques pan-endocriniens, ceux impliqués dans le choix des sous types
endocriniens et ceux impliqués dans la différenciation terminale des cellules pancréatiques

endocrines (Fig. 6).

3.A Les facteurs de transcription pancréatiques pan-endocriniens

Parmi les facteurs de transcription impliqués dans la différenciation endocrine, les
facteurs de transcription pan-endocriniens sont impliqués dans la différenciation de
I'ensemble des sous types cellulaires pancréatiques endocriniens. Ces facteurs sont

notamment NeuroD1, PAX6, INSM1 et ISL1 (Fig. 6).

3.A.a NEUROD1

NEUROD1, facteur de transcription a bHLH, a été caractérisé comme géne
pan-endocrinien grace aux travaux de Naya et al. (Fig. 6 ; Naya et al., 1997). En effet, Naya et
al. ont montré que la perte de fonction de NeuroD1 entraine une perte partielle de la
différenciation des différents sous types cellulaires endocriniens, accompagnée d’une
induction de I'apoptose des cellules endocrines a la naissance des souriceaux. Ces deux
phénoménes ont pour conséquence l'absence de formation d’llots, induisant une
hyperglycémie fatale pour les souriceaux (Naya et al., 1997). De plus, les cellules exocrines
dont la différenciation est conservée chez les mutants NeuroD1 montrent une accumulation
de grains de sécrétion dans les cellules acinaires. Cette accumulation de grains pourrait étre
due a la perte de I'expression de la cholecystokinine perdue chez le mutant NeuroD1,
normalement nécessaire pour la sécrétion des cellules acinaires (Naya et al., 1997).

De plus, NeuroD1 a été caractérisé comme une cible directe de NEUROG3 (Huang et al.,

2000). L'expression ectopique de NeuroD1 selon le patron d’expression de Pdx1 chez des
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souris a mis en évidence que le phénotype induit par cette expression précoce de NeuroD1
est similaire a celui de Neurog3 dans les mémes conditions (Schwitzgebel et al., 2000). De
plus, I'expression dans des lignées cellulaires pancréatiques de NeuroD1 ou de Neurog3 a
montré que comme NEUROG3, NEUROD1 est capable d’induire un programme de
différenciation endocrine normale (Heremans et al., 2002).

L'ensemble de ces résultats montre lI'implication de NeuroD1 dans les différents
programmes de différenciation conduisant a la formation des sous types cellulaires

pancréatiques endocriniens.

3.A.b PAX 6

Comme NEUROD1, I'analyse de la souris mutante pour Pax6 a montré la nécessité de
PAX6 pour la différenciation des différents sous types pancréatiques endocriniens (Sander et
al., 1997 ; St-Onge et al., 1997). Il a en effet été montré que la perte de fonction de Pax6, un
facteur de transcription a domaine « homeodomain », induit une perte de la différenciation
de I'ensemble des sous types pancréatiques endocriniens, bien que des différences dans les
phénotypes soient observées dans les deux études. St-Onge et al. ont mis en évidence que la
perte de fonction de pax6 induit une perte quasi-totale de la différenciation des cellules o et
une réduction de la différenciation des autres sous types endocriniens (St-Onge et al., 1997).

Sander et al. ont eux montré que le mutant pax6 (Sey""

) est caractérisé par une réduction
de I'ensemble des sous types cellulaires endocriniens sans observer une perte des cellules a
(Sander et al., 1997). Toutefois, I'observation d’un phénotype légerement plus drastique
dans I'étude de St-Onge et al. peut étre di aux différences de construction induisant la perte
de fonction de Pax6. En effet, St-Onge et al. ont utilisé une souris dont la séquence codant la
protéine Pax6 a été remplacé par le géne de la 3-galactosidase, alors que la souris mutante
Sey"® est issue d’une mutation ponctuelle de Pax6 induisant la formation d’une protéine
PAX6 tronquée.

De plus, le fait que I'expression de Pax6 soit induite par NEUROD1 peut expliquer le

role pancréatique pan-endocrinien de PAX6 (Marsich et al., 2003).
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3.A.cINSM1

INSM1, facteur de transcription a « Zinc Finger », a récemment été caractérisé comme
nécessaire a la différenciation endocrine. Mellitzer et al. puis Gierl et al. ont montré que la
perte de fonction de /nsml induisait une réduction de la différenciation du pancréas
endocrine (Mellitzer et al., 2006 ; Gierl et al., 2006). De plus, cette réduction de la
différenciation endocrine est liée a une accumulation des progéniteurs endocrines chez les
souris mutantes pour Insm1 (Gierl et al., 2006). Cette accumulation pourrait étre due au fait
qu’INSM1 soit requis pour la progression du cycle cellulaire (Zhang et al., 2009). Le gene
Insm1 a également été caractérisé comme une cible directe de NEUROG3 (Mellitzer et al.,

2006).

3.AdISL1

Le facteur de transcription a « homeodomain » LIM, ISL1, avait été précédemment
caractérisé comme impliqué dans la différenciation précoce du pancréas (cf § 2.G.b ; Ahlgren
et al., 1997). Les travaux d’Ahlgren et al. suggéraient également qu’ISL1 pourrait étre
impliqué dans la différenciation des différents sous types cellulaires pancréatiques
endocriniens. En effet, ils ont montré qu’ISL1 est exprimé dans I'ensemble de ces sous types,
et que les cultures d’épithélium mutant pour is/l1 en présence du mésenchyme sauvage ne
permet pas d’observer de différenciation du pancréas endocrine (Ahlgren et al., 1997).
Toutefois, due a une létalité précoce du mutant is/1, sa fonction au cours de la
différenciation des progéniteurs endocrines n’avait pu étre déterminée précisément. De
récents travaux ont permis de répondre a cette question en générant un mutant
conditionnel d’/s/1 (Du et al., 2009). lls ont ainsi montré que la perte d’expression d’Is/1 a
partir de E13,5 entraine une réduction de la différenciation des cellules a, 3, 5 et PP mais
n’affecte pas la différenciation des cellules €. Conjuguée a une réduction de la prolifération
des cellules endocrines lors de la formation des filots (a partir de E18,5), ces souris
présentent une réduction du nombre de cellules pancréatiques endocrines chez I'adulte (Du
et al., 2009).

Ces résultats montrent donc I'implication d’/s/1 dans la différenciation des différents

sous types cellulaires pancréatiques endocriniens.
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3.B Les facteurs de transcription impliqués dans le choix des sous types endocriniens

En parallele a ces génes pan-endocriniens, deux genes ont été caractérisés comme

régulant le choix du sous type cellulaire pancréatique endocrinien : Pax4 et Arx (Fig. 6).

3.B.a PAX4

Le premier d’entre eux a avoir été caractérisé est Pax4, codant pour un facteur de
transcription a domaine « paired box ». Il a ainsi été mis en évidence que la perte de
fonction de pax4 induit une perte spécifique de la différenciation des cellules 3 et 9, lié a une
augmentation des cellules o, (Sosa-Pineda et al., 1997, Collombat et al., 2005). Il a également
été montré que la perte de fonction de Pax4 induit une augmentation de la différenciation
des cellules € (Wang et al., 2008). Récemment, Collombat et al. ont montré que I'expression
ectopique de Pax4 au cours du développement pancréatique embryonnaire ou dans les flots
de Langerhans redirige les cellules a en cours de différenciation vers la différenciation en

cellule B (Collombat et al., 2009).

3.B.b ARX

Le deuxieme de ces deux geénes est Arx, codant pour un facteur de transcription a
« homeodomain ». Il a en effet été montré par I'étude de la perte de fonction d’ARX, que
I’'expression d’ARX est requise pour la différenciation des cellules a et, que I'absence
d’expression d’Arx induit une augmentation de la différenciation des cellules 3 et 5, et une
réduction de I'expression du transcrit du PP (Collombat et al., 2003 ; Collombat et al., 2007).
De plus, I'expression ectopique d’Arx selon le patron d’expression de Pdx1 induit une perte
de la différenciation des cellules B et 5, et une augmentation de la différenciation des

cellules a et PP (Collombat et al., 2007).
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3.B.b Arx et Pax4

Collombat et al. ont également mis en évidence que ARX et PAX4 régulent
réciproguement leur expression en se fixant sur leur promoteur et en inhibant leur
expression (Collombat et al.,, 2003 ; Collombat et al., 2005; Collombat et al., 2003). Il a en
outre été montré que chez les souris mutantes pour Pax4 et Arx, les lignages o et 3 étaient
perdus en faveur d’une augmentation de la différenciation en cellules 6 ou PP (Collombat et

al., 2005).

L'ensemble de ces résultats montre donc lI'importance d’ARX et de PAX4 pour la
régulation du choix du sous type cellulaire pancréatique endocrinien. Ills montrent sans
équivoque que PAX4 et ARX sont requis respectivement pour la différenciation en cellules
sécrétant l'insuline ou la somatostatine, ou pour la différenciation en cellules sécrétant le
glucagon. L'induction de la différenciation de cellules sécrétant la ghréline est inhibée par
PAX4, suggérant donc que I'expression d’ARX pourrait étre nécessaire pour leur
différenciation. L'induction de la différenciation des cellules sécrétant le PP reste a confirmer
car bien qu’elle semblerait étre régulée par ARX, I'absence de variation du nombre de
cellules PP chez le mutant Arx empéche de conclure définitivement quand au réle d’Arx dans
la différenciation des cellules PP. De plus, I'observation d’une augmentation de la
différenciation des cellules PP et & chez les doubles mutants Arx et Pax4 suggére que les
cellules PP et & pourraient se différencier également indépendamment du contrdle d’ARX et

de PAX4.

3.C Les facteurs de transcription impliqués dans la différenciation terminale des
cellules pancréatiques endocrines

La différenciation du pancréas nécessite une derniére classe de facteurs de
transcription qui sera requis pour la différenciation et la maturation d’un ou plusieurs sous
types cellulaires endocriniens. On peut notamment y remarquer les protéines MAFA, MAFB,

HLXB9, PDX1, NKX6.1, NKX6.2, NKX2.2 et BRN4 (Fig. 6).
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3.C.a MAFA et MAFB

MAFA et MAFB sont deux facteurs de transcription a motif « basic Leucine Zipper ».
MAFA a été le premier a avoir été caractérisé pour étre exprimé dans le pancréas, ou son
expression est restreinte aux cellules 3 (Olbrot et al., 2002 ; Matsuoka et al., 2003). Son
expression est régulée par PDX1, NKX2.2 et FOXa2 qui sont tous exprimés dans les cellules 3
(Raum et al., 2006). La perte de fonction de MafA a mis en évidence que la fonction de
MAFA est limitée a la maturation des cellules 3 et notamment la sécrétion de l'insuline
puisque aucune malformation n’est observée dans le pancréas en développement (Zhang et
al., 2005). De plus, MAFA régule I'expression de PDX1 qui est nécessaire a la maturation des
cellules 3 (Samaras et al., 2003 ; Zhang et al., 2005).

L'expression de MAFB varie au cours du développement pancréatique. Il est dans un
premier temps exprimé dans une partie des progéniteurs pancréatiques exprimant
NEUROG3. Son expression va ensuite se restreindre aux cellules o et B immatures.
Finalement, MAFB sera spécifiquement exprimé dans les cellules o dans les flots de
Langerhans (Gu et al.,, 2004 ; Artner et al., 2006 ; Nishimura et al., 2006). La perte de
fonction de MafB a montré que MAFB est nécessaire au développement des cellules o et 3,
et notamment pour leur différenciation finale. En effet, chez les mutants MafB, de
nombreuses cellules expriment les facteurs de transcription observés chez les cellules a et 3
matures tels qu’ISL1, PAX6 et NEUROD1. Toutefois, leur différenciation va s’arréter et ces
cellules n’exprimeront ni le glucagon, ni l'insuline (Artner et al., 2007). En revanche, la

formation des cellules 6 et PP n’est pas affectée (Artner et al., 2007).

3.C.b HLXB9

HLXB9, facteur de transcription a « homeodomain », est lui impliqué dans la
différenciation des cellules B. Chez les souris mutantes pour HIxb9, le bourgeon dorsal
pancréatique ne se développe pas, et le pancréas se développant a partir du bourgeon
ventral montre une forte diminution du nombre de cellules B dans les flots de Langerhans.
De plus, ces cellules B semblent étre immatures (Harrison et al., 1999). Cette différence
entre les différents sous types cellulaires endocriniens et I'absence de maturation des

cellules 3 suggere que HLXB9 est nécessaire a la maturation des cellules sécrétant I'insuline.
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3.C.c PDX1

Tout comme HLXB9 qui est impliqué dans le développement précoce du pancréas,
PDX1, un facteur de transcription a « homeodomain », est également impliqué dans la
maturation des cellules 3, et notamment dans leur réponse au glucose. En effet, il a été
montré que I'activité de PDX1 est régulée selon la concentration de glucose sanguin, et que
PDX1 régule I'expression de l'insuline (MacFarlane et al., 1994 ; Marshak et al., 1996). De
plus, plusieurs études conduisant a la perte d’expression de Pdx1 spécifiguement dans les
cellules B en différenciation ont montré la nécessité de I'expression de Pdx1 pour la
différenciation normale des cellules 3 (Ahlgren et al., 1998 ; Lottmann et al., 2001 ; Thomas
et al.,, 2001; Holland et al.,, 2002; Gannon et al., 2008). L'étude de Gannon et al. a
également mis en évidence que PDX1 est requis pour la régulation du nombre de cellules

des différents sous types endocriniens (Gannon et al., 2008).

3.C.d NKX6.1 et NKX6.2

NKX6.1 et NKX6.2 sont des facteurs de transcription a « NK-homeodomain ». Ils sont
exprimés dans I'endoderme pancréatique, puis leur expression va se restreindre au lignage
endocrine pour NKX6.1, alors que I'expression de NKX6.2 est également détectée dans
I’épithélium pancréatique exocrine (Oster et al., 1998 ; Sander et al., 2000 ; Henseleit et al.,
2005). La perte de fonction pour Nkx6.1 a montré que NKX6.1 est requis pour le
développement des cellules B (Sander et al., 2000). Le double mutant Nkx6.1/Nkx6.2 a mis
en évidence que NKX6.2 peut compenser partiellement la perte de fonction de Nkx6.1 en
engendrant une perte plus importante de la différenciation des cellules 3 (Henseleit et al.,
2005). Le double mutant Nkx6.1/Nkx6.2 est également caractérisé par une perte partielle
des cellules a, suggérant donc que Nkx6.2 est nécessaire a la formation des cellules a.
Toutefois, le fait que le simple mutant nkx6.2 ne permette pas d’observer d’effet sur la
différenciation des cellules o montre que NKX6.1 peut compenser totalement la perte de
fonction de Nkx6.2 (Henseleit et al., 2005). Une étude récente a également confirmé que

NKX6.2 peut compenser la perte de fonction de Nkx6.1 (Nelson et al., 2007). Mais
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étonnement, ce sauvetage du lignage [ n’est possible que si Nkx6.2 ou Nkx6.1 est exprimé

sous le controle du promoteur Pdx1, et non Neurog3 (Nelson et al., 2007).

3.C.e NKX2.2

Nkx2.2 est également un facteur de transcription a « NK-homeodomain », et contient
de méme un domaine répresseur de type « engrailed ». NKX2.2 est exprimé deés E9,5 dans
I’épithélium pancréatique. Puis au cours de la différenciation, son expression va se
restreindre au lignage endocrine pour étre détectée finalement dans les cellules a, 3 et PP
(Rudnick et al., 1994 ; Sussel et al., 1998). La perte de fonction de Nkx2.2 a montré que
NKX2.2 est requis pour la différenciation des cellules a, [ et PP (Sussel et al., 1998). Prado et
al. ont également montré que les mutants Nkx2.2 sont caractérisés par une augmentation
du nombre de cellules g, suggérant que NKX2.2 serait impliqué dans la différenciation des
cellules a, B et PP, et la répression de la différenciation des cellules ¢ (Prado et al., 2004).
Avec son role dans la formation des cellules 3, NKX2.2 peut induire I'expression de MafA et
de l'insuline (Raum et al., 2006 ; Cissell et al., 2003). De plus, il a été montré récemment que
Nkx2.2 est requis pour le maintien de la structure des flots, la sécrétion de l'insuline et
I’'homéostasie sanguine du glucose (Doyle et al., 2007b). Doyle et al. ont également montré
que le domaine de répression de NKX2.2 est nécessaire a I'induction de la différenciation des
cellules a, et a la répression de la différenciation des cellules & (Doyle et al.,, 2007a). Le
double mutant NeuroD1 et Nkx2.2 a de plus été généré récemment. Il a ainsi été montré que
la perte de fonction de NeuroD1 avec celle de Nkx2.2 permet le sauvetage de la
différenciation de la majorité des cellules a et PP normalement perdues chez le mutant
Nkx2.2, et réprime la différenciation des cellules €. (Chao et al.,, 2007). Ces résultats
montrent donc que NEUROD1 peut réguler la fonction de NKX2.2 dans le choix de la

différenciation du lignage endocrine.

3.C.f BRN4

BRN4 est un facteur de transcription a domaine Pou. Il a été caractérisé comme étant
spécifiguement exprimé dans les cellules a (Heller et al., 2004). Toutefois, la perte de

fonction de Brn4 ne montre aucun phénotype pancréatique, suggérant qu’un autre facteur
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de transcription a domaine Pou exprimé dans le pancréas pourrait compenser la perte

d’expression de Brn4 (Heller et al., 2004).

L’'ensemble de ces signaux et I'expression de ces différents genes seront nécessaires au
développement du pancréas endocrine en parallele duquel le pancréas exocrine se
développera. Suite a une structuration en flots des cellules endocrines et en acini des cellules
acinaires, le pancréas formera chez I'individu adulte un organe qui aura pour fonction de
permettre '"homéostasie du glucose sanguin, et de faciliter I'assimilation des nutriments
grace a la sécrétion des sucs pancréatiques. L'ensemble de ces études sur la différenciation
pancréatique montre le niveau de complexité des cascades génétiques (Fig. 6). Cependant,
des études récentes portant sur la différenciation de cellules souches en cellules
pancréatiques endocrines, et basées sur I'ensemble des études faites sur le développement
du pancréas mettent en évidence le manque de connaissances pour développer des cellules
sécrétant l'insuline en fonction de leur environnement (D'Amour et al., 2006). Ainsi, bien
que depuis 15 ans notre connaissance sur le développement du pancréas endocrine a
fortement progressé, d’autres études seront nécessaires pour définir des thérapies

cellulaires pour le diabéte de type 1.

D) La famille des génes a domaine SERTA

La famille des génes a domaine SERTA contient cing genes chez la souris et I'homme.
Le premier gene a avoir été caractérisé est le géne Sertadl (Sugimoto et al., 1999). Les
autres genes de la famille a domaine SERTA chez les mammiferes sont : Sertad2, Sertad3,
Cdca4 et Sertad4 (Hsu et al., 2001 ; Cho et al., 2000 ; Abdullah et al., 2001 ; Bennetts et al.,
2006). Un homologue a également été caractérisé chez la drosophile : Tara (Calgaro et al.,
2002)

En plus du domaine SERTA présent dans I’'ensemble de ces protéines, un domaine de
fixation a la cycline A est trouvé sur I'ensemble de ces protéines murines, humaines et de

drosophile. Un domaine d’interaction avec les protéines a PHD bromodomaine, ainsi qu’un
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domaine en C-terminal sont conservés chez 'ensemble de ces protéines a I'exception de la

protéine SERTADA4 (Fig. 7 ; Bennetts et al., 2006).
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Figure 7 : Représentation des protéines a domaine SERTA humaines et de drosophile. Les protéines
de la famille SERTA sont caractérisées par la présence du domaine SERTA () . Elles comportent
également toutes un domaine de fixation a la cycline A (E23). A I'exception de SERTAD4, elles comportent
également un domaine d’interaction avec les protéines a PHD bromodomaine (EEH) et un domaine C-terminal
conservé (=). Les références des séquences sont : TARAo. Dm NP_524994, CDCA4 Hs NP_060425, SERTAD1
Hs NP_037508, SERTAD2 Hs NP_055570, SERTAD3 Hs NP_037500, SERTAD4 Hs NP_062551 (adaptée de Calgaro
et al,, 2002; Bennets et al., 2006).

Bien que la fonction de ces génes soit encore mal définie au cours du développement
embryonnaire, Sertadl, Sertad2 et Sertad3 ont été impliqués dans la régulation du cycle
cellulaire. En effet, la perte de fonction de Sertadl et Sertad2 dans des cultures cellulaires
induit une réduction de la croissance cellulaire et une réduction du nombre de colonies
cellulaires formées (Sugimoto et al., 1999 ; Hsu et al.,, 2001 ; Sim et al., 2006). L’activité

normale de SERTAD1 et SERTAD2 passe par I'activation du complexe Cdk4/Cylcine D, qui a
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son tour va induire I'expression de la Cycline E. Ensuite en complexe avec Cdk2, la Cycline E
permettra la progression du cycle cellulaire (Sim et al., 2006). Toutefois, Watanabe-
Fukunaga et al. ont mis en évidence que SERTAD1 serait également impliqué dans
I'inhibition de la croissance cellulaire de maniére dépendante ou indépendante de P53
(Watanabe-Fukunaga et al., 2005). L'ensemble de ces résultats montre le réle complexe des
protéines a domaine SERTA, et nécessitera de nouvelles études pour déterminer le role de
Sertad4 et Cdca4 dont les fonctions n’ont pas été étudiées.

En paralléle de leur implication dans le régulation du cycle cellulaire, I’expression de
génes de la famille a SERTA domaine a été caractérisée comme altérée dans de nombreux
cancers (Xi et al., 2006; Cheong et al., 2009). SERTAD1 dans le cancer colorectal est un bon
facteur de pronostic étant donné que son expression décroit dans les tumeurs colorectales
(Xi et al., 2008). A l'inverse, Sertad2 est surexprimé dans de nombreux cancers et son
expression est liée a un mauvais pronostic dans les adénocarcinomes hépatiques. De plus, il
a été montré que sa simple inhibition dans des lignées cellulaires de carcinome colorectal est
suffisante pour inhiber la croissance cellulaire (Cheong et al., 2009).

Récemment, Tara, le géne a domaine SERTA chez la drosophile a été identifié comme
interagissant avec la voie Notch. De plus, la perte de fonction de Tara montre une
malformation des ailes similaire a celle observée chez certains mutants pour la Cycline E, qui

a également été caractérisée comme interagissant avec la voie Notch (Kankel et al., 2007).

E) La famille des génes Rfx

La famille de genes Rfx (Regulatory factor X) est une famille de 7 genes (Aftab et al.,
2008). Elle a été pour la premiere fois décrite il y a 20 ans par la propriété de ces protéines a
se fixer sur le domaine X de I’ADN, une séquence de 14 nucléotides (Reith et al., 1988 ; Dorn
et al., 1987). L'ensemble de ces facteurs de transcription sont caractérisés par la présence
d’un domaine de fixation au domaine X (Reith et al., 1990, Fig. 8). Ce domaine de fixation a
I’ADN est de type « winged helix » (Gajiwala et al., 2000a; Gajiwala et al., 2000b). Chez les
protéines, RFX-1, -2, -3, -4 et -7, on retrouve également trois autres domaines conservés : un
domaine de dimérisation ou domaine D, un domaine B et un domaine C (Emery et al., 1996).

Ces trois domaines participent a la dimérisation de ces protéines (Katan-Khaykovich et al.,
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1998). Toutefois, il est a noter que les protéines RFX sont fonctionnelles a I'état de
monomere. Finalement chez les protéines RFX-1, -2 et -3, on retrouve également un

domaine d’activation ou domaine A (Fig. 8 ; Emery et al., 1996).
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Figure 8: Représentation des protéines humaines de la famille RFX. Les protéines de la famille RFX sont
caractérisées par la présence d’'un domaine de fixation a 'ADN ([EEEEEH ). Les protéines RFX-1, -2, -3, -4 et -6
sont également caractérisées par la présence d’un domaine de dimérisation () et de deux
domaines (B, B et C,EE) participant a la dimérisation des Rfx. Les protéines RFX-1, -2, -3, contiennent
également un domaine d’activation (A, E———=—1). Les références des séquences sont ENSP00000254325
pour RFX1, ENSP00000306335 pour RFX2, ENSP00000371434 pour RFX3, ENSP00000350552 pour RFX4,
ENSP00000357864 pour rFX5, ENSP00000332208 pour RFX6 et ENSP00000313299 pour RFX7 (adaptée de
Aftab et al., 2008).

1. Rfx1

Rfx1 a été le premier géne de la famille Rfx a étre décrit (Reith et al., 1990). Rfx1 a été
caractérisé pour son action sur [|‘expression des genes du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe Il (Reith et al., 1990). Il a ensuite été caractérisé comme étant
nécessaire a l|'expression des geénes du virus de I'hépatite B (Siegrist et al., 1993).

Récemment, Rfx1 a été montré intervenant dans la réponse aux lésions de I’ADN (Lubelsky
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et al., 2005). Par cet aspect, la fonction de Rfx1 serait similaire a Crt1, un géne de la famille
Rfx chez S. cerevisiae. Crtl a en effet été impliqué dans la régulation de la réplication de
I’ADN suite aux dommages subis par 'ADN (Huang et al., 1998). Finalement, la perte de
fonction de Rfx1 a été étudiée chez la souris. Il a ainsi été montré que Rfx1 est requis trés tot

au cours de I'embryogénéese puisque les mutants Rfx1 meurent a E2,5 (Feng et al., 2009).

2. Rfx2

Rfx2 est un des génes de la famille Rfx le moins étudié depuis sa caractérisation (Reith
et al., 1994). Seule une fonction lui a été directement attribuée. Il a ainsi été caractérisé
comme étant principalement exprimé dans les testicules, et plus spécifiquement dans les
spermatocytes et les spermatides (Reith et al., 1994 ; Horvath et al., 2004). Une étude sur le
développement des testicules a montré que Rfx2 se fixe sur le promoteur de I'histone H1t,
une variante de I'Histone H1, suggérant que Rfx2 régule I'expression de H1t (Horvath et al.,
2004). Une récente étude sur I'expression de génes exprimés dans les tissus fortement ciliés
tels que I'épithélium olfactif, la trachée et les poumons, a montré que Rfx2 serait exprimé

dans les tissus ciliés (McClintock et al., 2008).

3. Rfx3

Comme suggéré pour Rfx2, Rfx3 est exprimé dans de nombreux tissus ciliés. Il a ainsi
été montré que la perte de fonction de Rfx3 induit un défaut d’asymétrie droite gauche des
organes (Bonnafe et al., 2004). Bonnafe et al. ont mis en évidence que ce défaut était di a
une malformation des cils du noeud embryonnaire, qui sont indispensables pour le
placement des organes chez I'individu (Bonnafe et al., 2004). Une autre étude a mis en
évidence que l'expression de Rfx3 est spécifiquement perdue chez le mutant Noto, chez
lequel les cils du noceud embryonnaire sont malformés et ne sont plus fonctionnels (Beckers
et al., 2007).

La perte de fonction de Rfx3 a également été liée a une réduction du nombre de cils
dans I'épendyme des ventricules cérébraux, bien que la structure des cils ne semble pas

affectée. Ce défaut des cils dans le cerveau en développement conduit a une hydrocéphalie
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corrélée avec une malformation des plexus choroides et une agénésie de l'organe
subcommissural (Baas et al., 2006).

Finalement, Rfx3 a été récemment impliqué dans la différenciation du pancréas
endocrine. Il a ainsi été montré chez les souris mutantes pour Rfx3, que la différenciation du
pancréas endocrine est réduite avec une réduction importante du nombre de cellules o et 3,
et une augmentation du nombre de cellules PP (Ait-Lounis et al., 2007). En paralléle de cette
réduction de la différenciation du pancréas endocrine, I'observation des cils sur les cellules
endocrines ont montré une réduction de la taille des cils et de leur nombre dans les ilots de
Langerhans (Ait-Lounis et al., 2007). Cependant, des travaux du groupe de M. Hebrok
montrent que la perte des cils au cours du développement du pancréas endocrine ou dans
les cellules B n’induit ni malformation pancréatique, ni probleme fonctionnel (Cano et al.,
2006). Ces résultats suggerent donc que la réduction de la différenciation du pancréas

endocrine observée chez les mutants Rfx3 n’est pas liée a un défaut des cils.

4. Rfx4

Rfx4 a la particularité de présenter six isoformes différentes (Matsushita et al., 2005).
Trois d’entre elles sont exprimées dans les testicules, une (rfx4 v3) est exprimée dans le
cerveau et deux autres ont été observées dans des tumeurs gliales (Matsushita et al., 2005).

L’étude de la perte de fonction de Rfx4 v3 a mis en évidence que rfx4 v3 est nécessaire
au développement du cerveau. En effet, Blackshear et al. ont montré que la perte de
fonction de Rfx4 v3 induisait une hydrocéphalie comme pour le mutant pour Rfx3
(Blackshear et al., 2003). Comme chez la souris mutée pour Rfx3, 'organe subcommissural
n‘est pas développé, affectant la circulation du fluide cérébrospinal. Il a également été
montré que la perte de fonction de Rfx4 v3 induit une malformation des cils de I'’épendyme
bien que I'agénésie de 'organe subcommissural semble étre le principal responsable du
phénotype du mutant Rfx4 v3 (Zhang et al., 2007). Rfx4 a également été impliqué dans la
formation du cortex cérébral (Zarbalis et al., 2004). Dans le cerveau, RFX4 a finalement été
observé dans les noyaux suprachiasmatiques, I'horloge circadienne du cerveau; ol son

expression est spécifiquement induite par la lumiére (Araki et al., 2004)
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Comme évoqué précédemment, Rfx4 a été a l'origine caractérisé comme étant
exprimé dans les testicules (Morotomi-Yano et al., 2002). Récemment, il a été montré que
Rfx4 est spécifiquement exprimé dans les spermatocytes dans les testicules, comme Rfx2. De
plus, il a été montré que RFX4 se fixe directement sur le promoteur de I'histone H1t, et peut
interagir avec RFX2 en formant un dimére (Wolfe et al., 2006; Wolfe et al., 2008). Ces
résultats suggérent donc que RFX4 et RFX2 interagissent afin de réguler I'expression de

I’histone H1t.

5. Rfx5

Rfx5 a été le plus étudié de tous les génes Rfx. Ceci est d0 a son implication dans le
syndrome des lymphocytes dénudés (bare), qui est une maladie immunitaire héréditaire
monogénique autosomale récessive. Elle est caractérisée par |'absence d’expression du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe Il. Par conséquent, les personnes
atteintes souffrent d’infections récurrentes, conduisant fréquemment a la mort pendant
I’enfance. Le développement du syndrome des lymphocytes dénudés (bare) est di a la perte
d’expression d’un des quatre génes formant le complexe permettant I'expression du CMH de
classe Il dont Rfx5 (Reith et al., 2001).

En plus de ce premier réle, Rfx5 a été impliqué dans la régulation de I'expression du
collagéne (Sengupta et al., 2002). Il a ainsi été montré que RFX5 en complexe avec |'histone
deacétylase 2 et un répresseur transcriptionnel inhibe I'expression du collagéne a2(1) (Xu et
al., 2006).

Il faut également noter que RFX5 differe des autres protéines Rfx puisqu’elle ne
contient que le domaine de fixation a I’ADN et aucun autre domaine conservé (Emery et al.,

1996).

6. Rfx6 etRfx7

Rfx6 et Rfx7 sont les deux derniers genes a avoir été caractérisés par une approche

bioinformatique (Aftab et al., 2008). D’apres les travaux d’Aftab et al., les séquences de Rfx6
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et Rfx7 sont similaires a celle de Rfx4 et Rfx5 respectivement. Cependant, aucune étude

fonctionnelle n’a permis de déterminer leur fonction.

Les genes de la famille Rfx sont donc impliqués dans différents processus au cours du
développement. On peut y retenir leur implication dans I'expression du CMH de classe I
pour lequel ils ont été initialement décrits. On peut aussi remarquer que plusieurs d’entre
eux sont impliqués dans des processus développementaux, notamment dans le cerveau et
les testicules. On peut aussi noter que la perte de fonction de certains genes Rfx est liée a
une malformation ou a une réduction du nombre des cils dans différents organes dont le
pancréas. Pour ce dernier aspect, on peut aussi remarquer que la perte de fonction de dRfx
et de Daf19, les homologues respectifs de la famille des genes Rfx chez la drosophile et chez
Caenorhabiditis elegans, induit une malformation des cils sur les neurones senseurs

(Dubruille et al., 2002 ; Swoboda et al., 2000).

56



OBJECTIFS

57



Objectif

Le pancréas, qui se développe a partir de I'endoderme est constitué des ilots de
Langerhans, des cellules acinaires et canalaires. Les filots, agrégats cellulaires de forme
sphérique, sont principalement constitués de quatre types cellulaires endocriniens : les
cellules a, B, & et PP, sécrétant respectivement les hormones glucagon, insuline,
somatostatine et polypeptide pancréatique. Ces ilots ont pour role principal la régulation de
la glycémie. La destruction des cellules 3 par réaction auto-immune est a 'origine du diabéte
de type 1. Afin de pallier aux effets secondaires dus a I'injection quotidienne d’insuline chez
les diabétiques et au manque de greffons de pancréas, le développement de cellules 3 a
partir de cellules souches est aujourd’hui étudié. Nos connaissances sur la différenciation de
I’endoderme et du pancréas endocrine permettent ainsi de développer in vitro a partir de
cellules souches, des cellules sécrétant I'insuline. Cependant ces cellules ne peuvent réguler
leur sécrétion en fonction du taux de glucose. Mes travaux de theése se sont implantés dans
cette problématique afin de déterminer les cascades génétiques de différenciation des
cellules pancréatiques endocrines, dont celle nécessaire a la différenciation des cellules
sécrétant l'insuline de fagon régulée.

Au cours du développement embryonnaire, le facteur de transcription a domaine bHLH
NEUROGS3 est requis pour la différenciation des quatre principaux sous types endocriniens
(o, B, O et PP). Il a en effet été montré que I'expression du facteur de transcription
proendocrine  NEUROG3 est nécessaire et suffisante pour induire la différenciation
endocrine. Il a notamment été montré que NEUROG3 est nécessaire a I'expression des
facteurs de transcription tels Arx, Insm1, NeuroD1, Pax4, Pax6, qui sont requis pour une
différenciation normale du pancréas endocrine.

Notre hypothése de recherche est par conséquent que NEUROG3 contrdlerait les
programmes génétiques génériques de différenciation communs a I'ensemble des cellules
du pancréas endocrine, et les programmes génétiques de différenciation spécifique de
chacun des sous types cellulaires pancréatiques endocriniens. Cependant, malgré le role
essentiel de Neurog3 au cours de la différenciation du pancréas endocrine, seul un géne
cible de NEUROG3 était connu au début de mon doctorat : NeuroD1. Mais seul, ce géne qui
est impligué dans la différenciation de I'ensemble des sous types cellulaires pancréatiques
endocriniens, ne permet pas d’expliquer les différentes cascades génétiques induites par

NEUROGS3 et impliquées dans la différenciation endocrine pancréatique.
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Objectif

L'objectif de mon doctorat a donc été de caractériser le transcriptome pancréatique
induit par NEUROG3 au cours de la différenciation pancréatique endocrine et d’étudier
I'expression et la fonction des potentiels nouveaux genes cibles de NEUROG3 mis en

évidence, genes qui pourraient étre nécessaires a la différenciation de cellules souches en

cellules B.
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Figure 9 : Caractérisation de I’expression de Neurog3 contrdlée par les séquences régulatrices du géne
Pdx1 dans la lignée de souris transgénique Pdx1-Neurog3ER™. (A) Représentation schématique du
transgene. Un fragment de 5.15 kb contenant les séquences génomiques régulatrices de I'expression
tissu spécifique de Pdx1, le promoteur minimal du géne Hsp68 et I'intron du géne de la B-globine ont été
clonés en amont d’un géne de fusion entre la phase codante de Neurog3 et du domaine de liaison des
ligands du récepteur des cestrogénes, modifié pour reconnaitre spécifiguement le 4-hydroxytamoxiféne
(ER™). Lactivité transcriptionnelle de la protéine résultante NEUROG3ER™ est dépendante de
I’'administration de tamoxiféne. La séquence IRES-EGFP permet une expression de la GFP sous le contrdle
du promoteur de Pdx1. EGFP, Enhanced Green Fluorescent Protein; IRES, Internal Ribosomal Entry Site;
pA, signaux de polyAdenylation. (B) Hybridation in situ pour Neurog3 (bleu) et immuno-histochimie pour
la protéine PDX1 (brun) sur des sections d’embryons sauvages (a,b), transgéniques Pdx1-Neurog3ER™
(c,d), mutants pour Neurog3 et transgéniques Pdx1-Neurog3ER™ (e,f) a E12.5. Dans les embryons
transgéniques et transgéniques mutants, I'expression de Neurog3 est plus large et refléte I'expression de
PDX1. Pv, pancréas ventral; pd, pancréas dorsal; du, duodénum; inserts : 40x.
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A) Caractérisation de la souris transgénique Pdx1-Neurog3ER™

1. La lignée de souris transgénique Pdx1-Neurog3ER™

Afin de déterminer de nouveaux genes cibles de NEUROG3, nous avons utilisé la souris
transgénique PdxI1-Neurog3ER™ (Fig. 9A), fournie par le Dr Anne Grapin-Botton (EPFL,
Lausanne ; Johansson et al., 2007). Précédemment, des travaux ont montré que I'expression
ectopique de NEUROG3 selon le patron d’expression de Pdx1 induit une différenciation
précoce des progéniteurs pancréatiques principalement en cellules o des E10,5 (Apelgvist et
al.,, 1999; Schwitzgebel et al., 2000). Une étude récente a également montré que les
progéniteurs pancréatiques ont différentes périodes de compétence pour se différencier
dans les différents sous types endocriniens (Johansson et al., 2007). Il a ainsi été montré que
les progéniteurs pancréatiques acquiérent la compétence de se différencier en cellules 3 a
partir de E12,5. Par conséquent, afin d’induire I'activité de NEUROG3 dans une période de
compétence des progéniteurs endocrine a se différencier en cellules 3, un ADNc codant pour
la protéine de fusion NEUROG3ER™ a été cloné en aval des séquences régulatrices de
I’expression spatio-temporelle du facteur de transcription Pdx1 (Fig. 9A; Gannon et al.,
2001). La partie ER™ est constituée du domaine de liaison du ligand du récepteur des
cestrogenes, modifié pour reconnaitre spécifiquement le 4-hydroxytamoxifene (Hayashi et
al., 2002). En absence de 4-hydroxytamoxiféne, la protéine de fusion est normalement
séquestrée dans le cytoplasme, suite a I'interaction avec la protéine HSP90. L’administration
de 4-hydroxytamoxiféene a pour conséquence d’entrainer la libération de la protéine de
fusion NEUROG3ER™ d’HSP90 entrainant sa translocation nucléaire, induisant ainsi son
activité transcriptionnelle (Picard, 1994). La construction est également bicistronique.
L’expression du géne EGFP est ainsi régulée comme celle de Neurog3ER™, ce qui permet de
suivre les cellules exprimant le transgéne.

Afin d’éviter que la protéine endogene NEUROG3 exprimée des E9,5 induise la
différenciation des progéniteurs pancréatiques en cellules endocrines, les souris
transgéniques ont également été croisées sur un fond Neurog3 mutant, qui est caractérisé
par l'absence de cellules pancréatiques endocrines. Par conséquent, les phénotypes

observés chez les souris mutantes transgéniques (Neurog3'/' ; del—NeurogS’ERTM) seront dus
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Figure 10: Le transgéne Pdx1-Neurog3ER™ restaure les lignages a et B dans le mutant Neurog3. (A)
Immunofluorescence pour l'insuline et la GFP (a, c, €) et, le glucagon et la GFP (b,d, f) sur des sections d’embryon
sauvage (a, b), transgénique (c, d) et transgénique mutant (e, f) a E14,5, 2 jours aprés linjection de
4-hydroxytamoxiféne ; inserts : 40x. (B) 2 jours aprés l'injection de 4-hydroxytamoxiféne, quantification du nombre de
cellules exprimant l'insuline ou le glucagon chez les embryons sauvage, transgénique et transgénique mutant a E14,5.
Chez les souris transgéniques, le nombre de cellules insuline et glucagon sont respectivement 1,5 fois et 2 fois plus
nombreuses par rapport a un embryon sauvage. Chez le mutant Neurog3, |'activation de la protéine de fusion a
permis de restaurer la différenciation des cellules o et (3.



Résultat — Caractérisation de la souris transgénique Pdx1-Neurog3ER™

a 'activation de la protéine de fusion NEUROG3ER™, indépendamment de I'expression de la

forme endogéene de NEUROGS3.

2. Expression ectopique de Neurog3 dans les cellules épithéliales exprimant PDX1 a
E12,5

La premiére étape de ce travail a été de vérifier que le transgéne permettait une
expression de '’ARNm du géne Neurog3ER™ selon le patron d’expression de Pdx1. Pour cela,
une hybridation in situ (ISH) pour Neurog3 suivie d’'une immuno-histochimie pour PDX1 ont
été réalisées sur des sections d’embryons a E12,5 sauvages, transgéniques et, mutants pour
Neurog3 et transgéniques (Fig. 9B). Dans le pancréas dorsal et ventral, ainsi que dans le
duodénum, le nombre de cellules exprimant Neurog3 est tres nettement supérieur chez la
souris transgénique (Fig. 9Bc-d) par rapport a la souris sauvage (Fig. 9Ba-b) ; d’autre part, les
cellules exprimant Neurog3 couvrent presque completement le territoire d’expression de
PDX1. Les souris mutantes et transgéniques (Fig. 9Be-f) expriment également Neurog3, selon
le patron d’expression de PDX1. Cette lignée de souris transgénique sous fond Neurog3
mutant permet donc une expression ectopique de Neurog3ER™ dans les cellules de

I’épithélium pancréatique exprimant PDX1 a E12,5.

3. Le transgéne Pdx1-Neurog3ER™ restaure les lignages a et B dans le mutant
Neurog3

L’expression ectopique de Neurog3ER™ chez les souris Neurog3'/' ; Pdx1-Neurog3ER™
devrait nous permettre de restaurer les programmes de différenciation nécessaires au
développement des cellules pancréatiques endocrines; programmes qui sont induit par
NEUROG3 (Grapin-Botton et al., 2001) et qui sont perdus chez les mutants Neurog3
entrainant une perte totale de la différenciation du pancréas endocrine (Gradwohl et al.,
2000).

Afin d’induire la différenciation des cellules 3 sous I'effet de la protéine de fusion
active, nous avons choisis d’activer la protéine de fusion par une injection de 2 mg de
4-hydroxytamoxifene a E12,5. 2 jours apres l'injection, j’ai déterminé le nombre de cellules a
et B chez des embryons de souris sauvage, transgénique et, mutante transgénique par

immunofluorescence (Fig. 10 A).
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Figure 11 : L’activation de NEUROG3ER™ conduit a linduction des génes impliqués dans la
différenciation des cellules endocrines. Analyse par RT-qPCR de I'induction de I'expression de Neurod1,
Insm1, DIl1, Nkx2.2 et Pax4 a E13,5 chez des embryons transgéniques mutants injectés avec du
4-hydroxytamoxifene a E12,5 par rapport a des embryons transgéniques mutants non injectés.
L’activation de NEUROG3ER™ induit I'expression des génes cibles de NEUROG3 (NeuroD1 et Insm1) et de
Pax4 (geéne impliqué dans la différenciation précoce des cellules B). DII1 et Nkx2.2, qui ne sont pas
impliqués dans la différenciation précoce des cellules 3, ne sont pas induits par I'activation de la protéine
de fusion. * : p<0,02; n = 4.



Résultat — Caractérisation de la souris transgénique Pdx1-Neurog3ER™

Chez les embryons transgéniques, l'injection de 4-hydroxytamoxifene a induit une
augmentation de la différenciation des cellules sécrétant l'insuline et le glucagon de 1,5 fois
et 2 fois respectivement (Fig. 10 B). Cette augmentation de la différenciation endocrine
montre donc que Iactivation de la protéine de fusion NEUROG3ER™ permet d’induire une
différenciation ectopique des cellules pancréatiques endocrines. L'analyse de la
différenciation du pancréas endocrine chez les mutants Neurog3, qui sont caractérisés par
une perte totale de la différenciation du pancréas endocrine, montre que la protéine
NEUROG3ER™ active permet d’induire un programme de différenciation du pancréas
endocrine et par conséquent de restaurer 23% et 63% de la différenciation du lignage } et a
respectivement par rapport a un embryon sauvage au méme stade de développement

(Fig 10 B).

4. L’activation de Neurog3ER™ conduit a Pinduction des génes impliqués dans la
différenciation des cellules endocrines

Dans cet objectif, afin de valider ce systeme expérimental pour l'identification de
nouveaux genes cibles de NEUROG3, nous avons ensuite déterminé si la différenciation des
lignages o et B chez les souris mutantes transgéniques se fait via l'induction d’un
programme génétique normal. Pour cela, nous avons étudié I'expression de genes déja
impliqués dans la différenciation du pancréas endocrine : NeuroD1 (Naya et al., 1997), Insm1
(Mellitzer et al., 2006), Pax4 (Sosa-Pineda et al., 1997), Nkx2.2 (Sussel et al., 1998) et DIl1
(Apelgvist et al., 1999). Dans cet objectif, j’ai réalisé des RT-gPCR sur des ARN de pancréas
d’embryons mutants transgéniques a E13,5, injectés ou non avec 2 mg de
4-hydroxytamoxifene a E12,5 (Fig. 11).

L’expression d’Insm1, NeuroD1 et Pax4 sont induites respectivement 5 fois, 6 fois et 39
fois dans les pancréas des embryons transgéniques mutants injectés avec le
4-hydroxytamoxiféne par rapport aux embryons non injectés (Fig. 11). En revanche,
I'expression de DII1 et Nkx2.2 ne sont pas induites (Fig. 11). Ces différences peuvent
s’expliquer par les différentes fonctions de ces génes. NeuroD1 et Insm1 sont deux genes
cibles de NEUROG3, qui sont impliqués dans la différenciation de I'ensemble des sous types
pancréatiques endocriniens; et Pax4 est impligué dans I'engagement des progéniteurs

endocrines lors de la différenciation en cellules B ou 6 (Naya et al., 1997; Mellitzer et al.,
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Nomdela Taux
sonde Référence Symbole moyen
Affymetrix UniGene Nomdu géne dugene d'induction pValue
Facteur de transcription, et régulation transcriptionelle
1426438 at NVMm476906 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, Y-linked Ddx3y 125,07 0,38
1457945 _at NVm218024.1 Eukaryoctic translation initiation factor 2, subunit 3, Eif2s3y 77,86 0,32
structural gene Y-linked
1450042_at NVMm275547 | aristaless related homeobox gene (Drosophila) Arx 11,42 0,00
1419271 at Vm3608.1 paired box gene 6 Pax6 501 0,00
1426412 _at Vm4636.1 neurogenic differentiation 1 Neurodl 3,53 0,00
1455865 _at Mm379070 |insulinoma-associated 1 Insmil 303 0,08
1426413 at Vm4636.1 neurogenic differentiation 1 Neurodl 295 0,00
1457613 at Mm132545.1 Regulatory factor X domain containing 1 Rfxdcl 2,12 0,03
1425886 at VMm150496.1 FEV (ETS oncogene family) Fev 2,03 0,07
1438042 _at Mm130271.1 short stature homeobox 2 Shox2 1,52 011
hormone, et sécretion
1424865 at MmM46248.1 | peptide YY Pyy 6,59 0,00
1418149 _at VMm4137.1 chromogranin A Chga 642 0,00
1449908 at Vm5115.1 gastric inhibitory polypeptide Gip 545 0,00
1435297 _at Mm188875.1 gap junction membrane channel protein alpha 9 Gja9 3,04 0,01
1423510 at Vm415.1 islet amyloid polypeptide lapp 2,77 0,02
1448312_at Vm1247.1 proprotein convertase subtilisin/kexin type 2 Pcsk2 249 0,00
1450389 s _at |Mm1945.1 phos phatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type 1 alphz PipSkla 206 024
1450708_at Mm5038.1 secretogranin Il Scg2 1,83 001
1433947 _at Vm44462.1 RAB37, menber of RAS oncogene family Rab37 1,75 0,13
1460081 _at NVMm41354.1 | Synaptotagmin VIl (Syt7), transcript variant 1, mRNA | Syt7 1,74 0,26
1457969 at NVMm42330.1 | RAB interacting factor (Rabif), mRNA Rabif 1,64 019
Cytosquelette et motilité
1450276_a_at VMm?2416.1 scinderin Scin 1,83 008
1425558 at Mm213403.1 kinesin light chain 3 Kic3 1,60 016
1451684 a_at |Mm132482.1 bicaudal D homolog 1 (Drosophila) Bicdl 1,56 049
Autres fonctions
1439607 _at Mm?285366 solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, Slc7al4 469 000
y+ system), menber 14
1456068 _at Mm37606.1 neurofascin Nfasc 317 011
1449907 _at Mm117119.1 beta-carotene 15,15'-monooxygenase Bcnmol 2,84 011
1424767 _at Mm17817.1 cadherin 22 Cdh22 2,00 0,13
1418191 at Mm27498.1 | ubiquitin specific peptidase 18 Uspl8 1,81 0,30
1445877 _at NVMm266515.1 Rieske (Fe-S) domain containing (Rfesd), transcript Rfesd 1,75 0,72
variant 1
1445565 _at NVMm170587.1 Histone 1, Hle (Histlhle), mRNA Histlhle 1,69 0,19

Table 1 : Liste des potentiels génes cibles de NEUROG3.
Liste des 57 sondes étant: présentes et induites au moins 1,5 fois chez les souris mutantes transgéniques apres injection de

4-hydroxytamoxiféne par rapport aux souris témoins non injectées; absentes dans le transcriptome des pancréas des souris
Neurog3 mutantes; et enrichies dans le transcriptome dans les progéniteurs pancréatiques endocriniens.



Nomdela Taux
sonde Référence Symbole du moyen
Affymetrix UniGene Nomdu géne géne d'induction pValue
Fonction non caractérisée
1455397 _at Mm70989.1 CASKinteracting protein 1 Caskinl 7,71 0,26
1460244 at Mm25557.1 | ureidopropionase, beta Upbl 5,22 0,03
1439752_at NVm324008.1 membrane bound O-acyltransferase domain Vboat4 465 0,13
containing 4
1456387 _at Mm26405.1 | nucleolar protein 4 Nol4 3,19 0,24
1436100 _at NVm44613.1 SH2 domain containing 5 Sh2d5 2,77 0,26
1435404 at MmM39785.1 |dispatched homolog 2 (Drosophila) Disp2 1,89 0,02
1431856 _a_at Mm34776.2 Clqgand tumor necrosis factor related protein 6 Clgtnfé 1,67 017
1433950 at VMmM41284.1 | immunoglobin superfamily, member 21 Igsf21 1,53 0,10
1447811 s _at Mm44915.2 adhesion nolecule with Ig like domain 1 Amigol 1,51 0,20
Est
1455085 _at NVMm25951.1 RIKEN cDNA 1700086L19 gene 1700086L19Rik 4598 0,06
1435939 s at Mm4441.4  expressed sequence Al987662 AI987662 5,98 0,00
1432556 _a at Mm148740.1 RIKEN cDNA 3100002J23 gene 3100002J23Rik 341 000
1433727 _at Mm?27909.1 cDNA sequence BC0O38479 BC038479 3,12 0,09
1456192 x_at Mm46095.1 RIKEN cDNA 1700006HO02 gene 1700006HO02Rik 302 002
1427509 at VM 180687.2 gene model 937, (NCBI) Gno37 1,97, 0,01
1452326 at Vm46251.1 RIKEN cDNA 1810010G06 gene 1810010G06Rik 1,91 0,06
1440460 at NVMm60809.1 | RIKEN cDNA 4930504013 gene 4930504013Rik 1,88 0,23
1457050 at NVm71206.1 RIKEN cDNA 1700129019 gene 1700129019Rik 1,80 0,07
1451382 _at NVm35083.1 RIKEN cDNA 1810008K03 gene 1810008K03Rik 1,71 017
1434341 x_at ©Mm?22138.2 RIKEN cDNA 1110020P15 gene 1110020P15Rik 1,700 0,15
1436656_at Mm99790.1 cDNA sequence BC062109 BC062109 1,68 0,40
1434715 at Vim100145.1 RIKEN cDNA 1600014C10 gene 1600014C10Rik 1,58 0,56
1452473 at NVm41984.1 | RIKEN cDNA E130201N16 gene E130201N16Rik 1,53 0,72

Table 1 (Suite) : Liste des potentiels génes cibles de NEUROG3.
Liste des 57 sondes étant: présentes et induites au moins 1,5 fois chez les souris mutantes transgéniques apres injection de

4-hydroxytamoxiféne par rapport aux souris témoins non injectées; absentes dans le transcriptome des pancréas des souris
Neurog3 mutantes; et enrichies dans le transcriptome dans les progéniteurs pancréatiques endocriniens.
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2006 ; Sosa-Pineda et al., 1997). En revanche, Nkx2.2 est impliquée dans la différenciation
finale des cellules B (Sussel et al., 1998); et DIlI1 permet de réguler le nombre de
progéniteurs pancréatiques, mais n’est pas caractérisé comme un gene cible de NEUROG3
(Apelqvist et al., 1999). Ainsi, 24h aprés I'activation de la protéine de fusion Neurog3ER™,
seul les genes cibles directs de NEUROG3 ou les genes impliqués dans I'engagement de la

différenciation des différents sous types endocriniens semblent étre induits.

L’ensemble de ces expériences a donc montré que le transgéne Pdx1-Neurog3ER™ est
exprimé dans I'ensemble des cellules exprimant Pdx1 ; que la protéine de fusion activée par
I'injection de 4-hydroxytamoxiféne induit I'expression des génes déja impliqués dans la
différenciation des cellules B; et que la protéine fusion activée restaure pour la premiére fois
le lignage a et B chez les mutants Neurog3. L’ensemble de ces résultats suggere que I'étude
du transcriptome pancréatique des embryons Neurog3 mutants et transgéniques pourrait
permettre de définir de nouveaux genes cibles de NEUROG3 potentiellement impliqués dans

la différenciation des cellules pancratiques endocrines.

B) Identification des potentiels génes cibles de Neurogenin3

Dans l'objectif de définir de nouveaux genes cibles de NEUROG3, nous avons
caractérisé le transcriptome des pancréas de souris Neurog3 mutantes transgéniques. Pour
cela, 2 mg de 4-hydroxytamoxiféne ont été injectés aux souris Neurog3 mutantes
transgéniques a E12,5. Puis I’ARN de 4 pancréas de souris a été extrait a E13,5. L'ADNCc issu
de ces ARN a été hybridé sur des puces a ADN Affymetrix 430 2.0 couvrant I'ensemble du
génome murin, avec 45037 sondes couvrant plus de 34000 genes et variants. En parallele,
Quatre autres puces ont été hybridées avec des ADNc obtenus a partir d’ARN issus de 4
pancréas de souris mutantes transgéniques a E13,5 non injectées avec le
4-hydroxytamoxiféne. Afin de définir une liste de potentiels genes cibles directs de
NEUROG3 impliqués dans la différenciation des cellules B, ces résultats ont ensuite été

comparés avec des données de puces a ADN précédemment réalisées au laboratoire en
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Geénes induits par NEUROG3

Neurog3”- ; Pdx1-Neurog3ER™
+ 4-hydroxytamoxiféne

Neurog3”- ; Pdx1-Neurog3ER™
- 4-hydroxytamoxiféne

& W

Geénes des
progéniteurs endocriniens Genes endocrines spécifiques
Neurog3 eYFP + Pancréas sauvage
Neurog3 eYFP - Pancréas Neurog3”-
B

Exprimés (>3/4) dans Neurog3”- Pdx1-Neurog3ER™ + tam —> 24832 sondes
Induits au moins 1,5 fois dans Neurog3”- Pdx1-Neurog3ER™ + tam —>» 881 sondes
Absents dans Neurog3”’ _— 348 sondes
Présents dans Neurog3 eYFP . 57 sondes

Figure 12 : Filtres et critéres de sélections des potentiels génes cibles de Neurogenin3. (A) La sélection des
potentiels genes cibles de NEUROG3 a été réalisée en comparant le transcriptome des progéniteurs pancréatiques
(Neurog3 eYFP +), celui du lignage endocrine pancréatique (Neurog37”, et celui induit par NEUROG3 chez les souris
Neurog3”- ; Pdx1-Neurog3ER™ traitées avec le 4-hydroxytamoxiféne. (B) Afin de sélectionner de potentiels génes
cibles de NEUROG3, nous avons choisi les génes:

__exprimés dans au moins 3 des 4 puces a ADN réalisées a partir d’ARN de souris Neurog3” ; Pdx1-

Neurog3ER™ + tam;

_induits au moins 1,5 fois chez les souris Neurog3”~; Pdx1-Neurog3ER™ + tam;

_absents chez les souris Neurog3”;

_enrichis dans les progéniteurs pancréatiques (Neurog3 eYFP).
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duplicata (Mellitzer et al, résultats non publiés ; Fig. 12 A). Ainsi, nous avons comparé mes
résultats de puce avec le transcriptome de pancréas de souris sauvages et mutantes pour
Neurog3 caractérisée pour leur perte du lignage pancréatique endocrine (Gradwohl et al.,
2000) a E15,5. Nous avons également comparé mes résultats avec le transcriptome des
progéniteurs pancréatiques endocrines. Celui-ci a été obtenu grace a l'utilisation des souris
« knock add on » Neurog3-eYFP (Mellitzer et al., 2004), qui expriment la eYFP sous le
contréle du promoteur de Neurog3 par une insertion de la séquence de la eYFP dans la
partie 3’ non codante de la séquence de Neurog3. Le transcriptome des progéniteurs
pancréatiques endocrines a été obtenu a partir de cellules triées YFP positives issues de
pancréas a E15,5. Le transcriptome des cellules pancréatiques YFP négatives a E15,5 a

également été caractérisé.

La sélection des potentiels génes cible s’est déroulée en quatre étapes (Fig. 12B). Nous
avons premierement sélectionné les sondes qui sont exprimées dans au moins trois des
quatre pancréas des souris mutantes transgéniques injectées avec le 4-hydroxytamoxifene.
Sur les 45037 sondes composant la puce a ADN, 24832 sondes répondent a ce critére. Puis,
afin de choisir les génes dont I'expression est induite par NEUROG3, nous avons sélectionné
les génes dont |'expression est induite en moyenne au moins 1,5 fois chez les souris
mutantes transgéniques injectées avec le 4-hydroxytamoxiféene par rapport aux souris
mutantes transgéniques non injectées. Seules 881 sondes des 24832 répondent a ce second
critere. Ensuite, afin de sélectionner les genes dont I'expression est spécifiquement induite
dans le pancréas par NEUROG3, nous avons sélectionné parmi ces 881 sondes, uniqguement
celles dont le signal est perdu dans les deux puces a ADNc hybridées avec des ARNm de
pancréas des souris neurog3 mutantes, soit 348 sondes. Finalement, afin de déterminer
parmi ces sondes lesquelles pouvaient correspondre a de potentiels génes cibles directs
précoces de NEUROG3, nous avons sélectionné celles qui étaient exprimées dans les deux
puces a ADNc hybridées avec des ARNm des progéniteurs pancréatiques endocrines, les
cellules eYFP positives dans les souris « knock add on » Neurog3-eYFP. Aprés ces quatre
étapes de sélection réalisées sur Excel, jai sélectionné 57 sondes (Table 1). Afin de
déterminer la valeur statistique de l'induction des genes chez les souris mutantes
transgéniques aprés injection du 4-hydroxytamoxiféene, les P-values de ces 57 sondes ont été

déterminées via le logiciel ZOE (Dembele, 2007).
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Parmi ces 57 sondes, on trouve NeuroD1 et Insm1, qui sont des genes cibles de
NEUROGS3, et qui dans les études préliminaires de la souris transgénique mutante, avaient
été caractérisés comme étant induits apres l'injection de 4-hydroxytamoxifene (Fig. 11). De
plus, I'analyse par puce a ADN montre que I'expression de DI/1 et Nkx2.2 ne sont pas
induites, comme observé lors de I'étude préliminaire de la souris transgénique mutante
(Fig. 11).

Parmi ces 57 sondes, on trouve également des genes qui ont été caractérisés comme
nécessaires au développement ou au fonctionnement des cellules pancréatiques endocrines
matures tels que Arx, pax6, ChromograninA, la proprotéine convertase subtilisin/kexin
type 2. On trouve également parmi ces 57 sondes, plus de 20 genes dont la fonction n’était
pas encore caractérisée.

Pour I'ensemble des geénes précédemment impliqués dans la différenciation du
pancréas, il est a noter que leur P-Value est comprise entre 0,001 et 0,079. Pour la suite de
mon étude, nous avons donc choisi deux génes avec une P-Value inférieure a 0,079. Ces
génes sont le géne Rfx6 (appelé également Rfxdcl), et le géne « RIKEN cDNA 1700086L19 »
(Riken L19). Vai choisi Rfx6, car son expression est induite 2,1 fois chez les souris
transgéniques mutantes injectées avec le 4-hydroxytamoxifene, perdue chez les mutants
Neurog3 et enrichie 21 fois chez les progéniteurs pancréatiques eYFP positifs. De plus, nous
avons choisi Rfx6 car il est membre de la famille des génes Rfx, qui sont caractérisés par leur
domaine de fixation a I’ADN (Emery et al., 1996). Les genes Rfx2, Rfx3 et Rfx4 (Wolfe et al.,
2006 ; Ait-Lounis et al., 2007 ; Zhang et al., 2007) sont également impliqués dans différents
processus liés au développement embryonnaire. Le choix de Riken L19 a été fait car son
expression est induite 46 fois chez les souris transgéniques mutantes injectées avec le
4-hydroxytamoxiféne, est perdue chez les mutants Neurog3 et est induite 122 fois chez les
progéniteurs pancréatiques eYFP positifs. De plus, la séquence peptidique présomptive de
RIKEN L19 contient la séquence du domaine SERTA. Bien que la fonction du domaine SERTA
soit inconnue, les protéines contenant ce domaine sont impliquées dans la régulation du

cycle cellulaire, et le remodelage de la chromatine (Bennetts et al., 2006).
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Figure 13 : Séquence putative du géne Riken cDNA 1700086L19. Séquence nucléique déduite d’apres les
bases de données du NIH, et traduction dans les 3 phases directes (+1, +2, +3). CCGAAA :
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Figure 13 (suite) : Séquence putative du géne RIKEN cDNA 1700086L19. Séquence nucléique déduite
d’apres les bases de données du NIH, et traduction dans les 3 phases directes (+1, +2, +3). CCGAAA :
succession exon-exon putatif; ILK : domaine SERTA putatif
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Figure 13 (suite) : Séquence putative du géne RIKEN cDNA 1700086L19. Séquence nucléique déduite
d’apres les bases de données du NIH, et traduction dans les 3 phases directes (+1, +2, +3). CCGAAA :
succession exon-exon putatif; LK : domaine SERTA putatif



Résultat — Etude du geéne RIKEN cDNA 1700086L19

C) Etude du géne RIKEN cDNA 1700086L19

1. Caractérisation de la séquence de ’ARNm du géne Riken L19

L’étude du géne Riken L19 a commencé par la caractérisation de sa séquence. Pour
cela, je me suis basé sur la séquence couverte par la sonde Riken L19 sur la puce Affymetrix,
sur la séquence putative (XM_358420) de "ARNm décrit sur le site du NCBI et sur des
comparaisons avec les bases de données d’EST. Nous avons ainsi construit la séquence
décrite dans la figure 13. La partie 5’ de la séquence nucléique est supportée par trois EST
(BB_175955, BF 455503 et BM_939330) issues de banque d’EST d’hypothalamus ou
d’hippocampe, qui couvrent les nucléotides 1 a 658. Deux EST (BU936920 et BE456732)
issues de banque d’EST de testicule couvrent les nucléotides 653 a 1494. La séquence
utilisée pour la sonde sur la puce Affymetrix correspond aux nucléotides 927 a 1440 (Fig. 13).

En comparant cette séquence avec la séquence génomique murine, j’ai montré que
cette séquence est divisée en 5 exons sur le chromosome 12 : les nucléotides 1 a 653 (exon
1), 654 a 856 (exon 2), 857 a 980 (exon 3), 981 a 1096 (exon 4) et 1097 a 1494 (exon 5).

Afin de vérifier que cette ségquence est exprimée dans le pancréas embryonnaire, j'ai
réalisé des RT-PCR a partir d’ARN totaux de pancréas a E13,5 avec différents couples
d’oligonucléotides répartis sur I'’ensemble de la séquence (Fig. 13). Nous avons ainsi montré
que la séquence couvrant les exons 2, 3, 4 et 5 est exprimée dans le pancréas embryonnaire
avec un couple d’oligonucléotides couvrant les nucléotides 694 a 1340. En revanche, je n’ai
pu amplifier par RT-PCR de produit spécifique a I'exon 1.

Ces résultats suggerent donc que I'exon 1 qui a été mis en évidence a partir de banque
d’EST d’hypothalamus n’est pas exprimé dans le pancréas embryonnaire. Ainsi 'ARNm
pancréatique de Riken L19 contiendrait uniqguement les exons 2 a 5.

Cependant la traduction de cette séquence ne permet pas de former dans aucune des
phases de lecture, une séquence contenant la séquence nucléique du domaine SERTA
(Fig. 13).

Nous avons donc tenté une approche de RACE afin de définir la partie 5’ de ’'ARNm de
Riken L19. Toutefois, cette approche n’a pas permis la caractérisation de la partie 5’ suite a

des problémes techniques.
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Figure 14 : Riken L19 est exprimé au cours du développement pancréatique embryonnaire et dans les ilots de
Langerhans a I'exception des cellules B. (A) Hybridation in situ pour Riken L19 (bleu, a-h) et immuno-histochimie
(brun) pour la protéine NEUROGS3 (f), insuline (g) et glucagon (h) sur des sections d’embryons sauvages a E10,5 (a),
E12,5 (b), E15,5 (c, f-h), E18,5 (d) et de pancréas adulte (e); Téte de fleche: cellules NEUROG3 positives et Riken L19
négatives. Comme I'expression de Neurog3, I'expression de Riken L19 est observée a E10,5 puis s’étend pour
atteindre son maximum a E15,5 (a-c). Riken L19 est partiellement coexprimé avec les cellules insulines (g) ou
glucagons (h) a E15,5. A E18,5, son expression n’est plus détectée. Riken L19 est ensuite réexprimé dans la
périphérie des flots de Langerhans. (B) Hybridation in situ pour Riken L19 (bleu, a-d) et immuno-histochimie (brun)
pour l'insuline (a), le glucagon (b), la somatostatine (c) et le polypeptide pancréatique (d) sur des sections de
pancréas adultes. Riken L19 est partiellement exprimé dans les cellules o, 6 et PP.; pd, pancréas dorsal; du,
duodénum; Grossissement: 20X (sauf Af 40x), inserts : 40x (sauf Af zoom).




Résultat — Etude du geéne RIKEN cDNA 1700086L19

Par ces différentes approches, je n’ai donc pu caractériser la séquence de 'ARNm

pancréatique de Riken L19.

Toutefois, récemment, de nouvelles séquences de Riken L19 ont été prédites chez le
macaque (XM_001096508), le gorille (XM _001153624) et le cheval (XM_001493274). Ces
séquences different de notre séquence dans leur partie 5’ et la suppression de I'exon 3. Ces
séquences permettent I'expression de protéine chez le macaque (XP_001096508), le gorille
(XP_001153624) et le cheval (XP_001493324) contenant la séquence du domaine SERTA.
Une nouvelle étude de I’ARNm chez la souris en se basant sur ces séquences pourrait peut

étre permettre de définir la séquence de I’ARNm murin de Riken L19.

2. Expression du géne Riken L19

Bien que nous n’ayons pu caractériser le transcrit du gene Riken L19, j’ai caractérisé
I’expression de ce géne au cours du développement pancréatique et dans le pancréas adulte
(Fig. 14) par hybridation in situ, suivie ou non d’immuno-histochimie pour NEUROG3 et les
hormones pancréatiques. La sonde pour les Hybridations in situ a été transcrite a partir d’'un
ADNc contenant les nucléotides 694 a 1340 de la séquence décrite a la figure 13. Cette
séquence comprend la séquence contenant les acides nucléiques codant pour le putatif
domaine SERTA.

Nous avons ainsi mis en évidence que I'expression de Riken L19 est détectable des
E10,5 dans le bourgeon pancréatique dorsal. Puis, son expression s’étend dans I’épithélium
pancréatique pour atteindre son maximum a E15,5, comme I'expression de Neurog3 (Fig.
14Aa-c). A E15,5, Riken L19 n’est pas exprimé dans les cellules exprimant NEUROG3 mais
semble étre exprimé dans une partie des cellules glucagon et insuline (Fig. 14A f-h). A E18,5,
Riken L19 ne semble plus étre exprimé dans I’épithélium pancréatique (Fig. 14Ad).

En revanche, au stade adulte, le gene Riken L19 est réexprimé dans une partie des
cellules des flots de Langerhans, stade auquel Neurog3 n’est pas exprimé (Fig. 14A e). Dans
les lots de Langerhans, Riken L19 est exprimé dans les cellules sécrétant le glucagon, la
somatostatine et le polypeptide pancréatique; mais n’est pas exprimé dans les cellules

sécrétant l'insuline (Fig. 14B).
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Figure 15 : Riken L19 est spécifiquement exprimé dans les cellules du pancréas endocrine. Hybridation
in situ pour Neurog3 (a,c, e, g) et Riken L19 (b, d, f, h) sur des sections adjacentes de souris Neurog3” a
E15,5 (a, b), Neurod1”- (c,d), Pax4”- (e,f) et Arx’ (g,h) a E14,5 (c, h). L'expression de Riken L19 est perdue
chez le mutant Neurog3. Mais, son expression est indépendante de celle de Neurod1, Pax4 et Arx, trois
genes exprimés en aval de Neurog3 et impliqués dans le différenciation endocrine. Grossissement: 20X.



Résultat — Etude du geéne RIKEN cDNA 1700086L19

Afin de déterminer si Riken L19 est spécifiguement impliqué dans la formation du
lignage endocrine, j'ai réalisé des hybridations in situ sur des sections de pancréas Neurog3'/'
qui sont caractérisés par la perte du lignage endocrine (Gradwohl et al., 2000 ; Fig. 15b). De
plus, afin de déterminer si Riken L19 est spécifiquement requis pour la différenciation des
cellules o (sécrétant le glucagon) ou des cellules [ (sécrétant I'insuline), nous avons étudié
I’expression de Riken L19 chez des embryons mutants Pax4 ou Arx, qui sont respectivement
caractérisés par une perte de la différenciation des cellules B sécrétant I'insuline, et une
perte de la différenciation des cellules o sécrétant le glucagon (Sosa-Pineda et al., 1997 ;
Collombat et al., 2003 ; Fig. 15f, h). Finalement, afin de déterminer si I'expression de
Riken L19 est sous le controle de NEUROD1, le seul géne cible connu pour NEUROG3 au
début de cette étude, nous avons étudié I'expression de Riken L19 chez des embryons
mutants pour NeuroD1, dont la perte de fonction induit une réduction de la différenciation
des différents sous-types cellulaires endocriniens (Huang et al., 2000 ;Naya et al., 1997 ; Fig.
15d)

Nous avons ainsi montré que l'expression de Riken L19 est spécifique du lignage
endocrine par la perte de son expression dans la souris Neurog3 mutante (Fig. 15b). En
revanche, son expression ne semble pas altérée chez les souris mutantes pour NeuroD1,

Pax4 ou Arx (Fig. 15d, f, h), et serait donc indépendante de celle de Arx, Neurod1 et Pax4.

L'ensemble de ces résultats montre que Riken L19 est spécifiquement exprimé dans le
lignage endocrine a partir de E10,5 en aval de Neurog3, de facon indépendante des autres
facteurs de transcription étudiés déja impliqués dans la différenciation du pancréas
endocrine (NeuroD1, Pax4 et Arx). De plus, I'absence de coexpression de Neurog3 et Riken
L19 laisse suggérer que Riken L19 n’est pas une cible directe de Neurog3. Il faut également
noter que dans le pancréas adulte Riken L19 est exprimé dans les cellules a, & et PP, mais
pas dans les cellules B.

Toutefois, malgré cet intéressant patron d’expression de Riken L19, nous n’avons pas
pu définir de séquence pour ce gene permettant d’exprimer une protéine contenant le

domaine SERTA, et n’ai donc pas poursuivi I’étude de ce géne.
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Figure 16 : Séquence nucléique et peptidique de Rfx6. Séquence nucléique exprimée dans le pancréas
embryonnaire, et séquence correspondante en acides aminés. CCGAAA : succession exon-exon ; Domaines

peptidiques conservés: Domaine de fixation & I’ADN, région B, région C et ESaineldeidimerisation
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Figure 16 (suite) : Séquence nucléique et peptidique de Rfx6. Séquence nucléique exprimée dans le
pancréas embryonnaire, et séquence correspondante en acides aminés. CCGAAA : succession exon-exon ;
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Figure 17 : Le transcrit de Rfx6 dans le pancréas mesure environ 3487 nucléotides. Northernblot pour Rfx6
sur des extraits d’ARN totaux de pancréas, de testicules adultes et de tissus embryonnaires a E15,5 (estomac,
pancréas, duodénum et téte). Dans le pancréas adulte et embryonnaire, une bande est détectée vers 3487
nucléotides. Dans les testicules adultes, 2 transcrits semblent étre présents: un de 3371 nucléotides et un

autre de 1231 nucléotides.



Résultat — Etude du gene Regulatory Factor X 6

D) Etude du géne Requlatory Factor X 6

1. Caractérisation de la séquence de ’ARNm du gene Rfx6

Le second géne que nous avons étudié pendant mon doctorat est le géne Rfx6
(initialement appelé Rfxdcl). Ce géne était comme pour Riken L19, non caractérisé au début
de cette étude, aussi bien du point de vue de sa séquence, que de sa fonction.

Nous avons initié I'analyse du géne Rfx6 par la caractérisation de sa séquence. Car bien
que rattaché a la famille des genes Rfx, la séquence définie au début de cette étude
(aujourd’hui référencée sur le site du NCBI sous la référence NM_177306) ne contenait pas
le domaine de fixation a I’ADN caractéristique des génes de la famille Rfx. Par I'analyse des
bases de données du NCBI, j’ai mis en évidence plusieurs EST exprimés dans les flots de
Langerhans (CJ132427, BP765921 et BY741659). Les séquences couvertes par ces trois EST
pouvaient potentiellement coder pour le domaine de fixation a I’ADN spécifique de la famille
des genes Rfx. Afin de confirmer |'expression de ces séquences dans le pancréas
embryonnaire, j'ai réalisé des RT-PCR sur de I’ARN de pancréas issu d’embryon a E13,5,
stade auquel avaient été réalisées les études transcriptomiques des souris Neurog3'/';
Pdx1-Neurog3ER™. Nous avons ainsi confirmé I'expression de cette séquence dans le
pancréas embryonnaire et cloné ’ADNc décrit a la figure 16.

Cette séquence comporte 3461 nucléotides et permet I'expression d’une protéine de
927 acides aminés contenant : le domaine de fixation a ’ADN caractéristique de la famille
RFX, les séquences codant pour la «région B » et «région C» ainsi qu’un domaine de
dimérisation conservés chez les protéines RFX (Fig. 16 ; Emery et al., 1996).

Pour confirmer que le transcrit que j’avais cloné était complet, j’ai réalisé des northern
blots (Fig. 17) sur des ARN d’estomac, de pancréas, de duodénum a E15,5 et de pancréas et
de testicules adultes. Pour cela, j’ai utilisé une sonde transcrite a partir d’'un clone contenant
les nucléotides 1829 a 2685 de la séquence décrite a la figure 16. Nous avons choisi cette
séquence pour son homologie entre la séquence courte (NM_177306, 3088 nucléotides) et
la séquence que je venais de décrire (3461 nucléotides). Nous avons ainsi mis en évidence
que le transcrit de Rfx6 dans le pancréas embryonnaire et le pancréas adulte faisait environ
3487 nucléotides d’apres I’estimation de la taille des bandes sur le northern blot (Fig. 17). Ce

résultat montre que I’ADNc cloné correspond a I’ARN complet de rfx6 avec les parties non
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Figure 18 : Comparaison des protéines de la famille RFX. (A) comparaison des domaines de fixation a 'ADN des
protéines RFX1 a RFX7 murins. (B) comparaison des séquences protéiques de la famille RFX chez la souris et le poisson
zébre. Mm: Mus musculus, Dr: Danio rerio.



Résultat — Etude du gene Regulatory Factor X 6

traduites (5 et 3’UTR). De plus, dans les testicules adultes, 2 transcrits semblent étre
présents : un de 3371 nucléotides et un autre de 1231 nucléotides. Ces résultats avec I'’ARN
de testicules adultes suggerent donc la présence d’un transcrit qui n’est pas décrit dans les
banques de données. De plus, le transcrit de 3371 nucléotides, plus court que celui observé
dans les autres tissus étudiés, pourrait correspondre au second transcrit (variant 2) décrit
pour Rfx6 (NM_177306), plus court que le variant 1 présent dans le pancréas.

En alignant la séquence de ’ARNm de Rfx6 sur ’ADN génomique, j’ai montré que le
géne codant pour Rfx6 est situé sur le chromosome 10 et que 'ARNm est constitué de 19
exons. Cette séquence correspond a la séquence aujourd’hui décrite sur le site du NCBI pour
le variant 1 de Rfx6 (NM_001159389), a I'exception des sites d’épissage qui different entre
ma séquence et la séquence du NCBI. Cette différence peut s’expliquer par le fait que la
séquence du NCBI a été déduite par une approche bioinformatique, alors que mes sites
d’épissage ont été déduits de la localisation des sites consensus d’épissage (Kreivi et al.,
1996).

De plus, afin de déterminer les similarités entre les différents génes de la famille Rfx,
j’ai comparé la séquence peptidique des domaines de fixation a I’ADN des protéines
murines : RFX1 (NP_033081), RFX2 (NP_033082), RFX3 (NP_035395), RFX4 (NP_001020089),
RFX5 (NP_059091), RFX7 (NP_001028708) et RFX6 (séquence décrite précédemment,
Fig. 18A). Nous avons ainsi mis en évidence que la séquence protéique de RFX6 déduite de la
séquence nucléigue que j'ai clonée contient un domaine de fixation a I’ADN trés similaire a
celui de RFX1, RFX2, RFX3 et RFX4 avec une pourcentage d’homologie de 64 %, 64 %, 63 % et
69 % respectivement. Cette homologie de séquence entre le domaine de fixation a ’ADN des
protéines RFX1, RFX2, RFX3 et RFX4 suggere donc que le domaine de fixation a 'ADN de
RFX6 serait fonctionnel. En revanche, on peut noter que le domaine de fixation a I’ADN de
RFX5 et RFX7 est trés différent de celui des autres protéines RFX murines. En effet,
I’'homologie avec le domaine de fixation a I’ADN de RFX6 est de 41 % et 36 % respectivement
pour RFX5 et RFX7. Jai également réalisé un arbre phylogénétique a partir des séquences
des protéines RFX murines et de poisson zébre (zRFX1: ENSDARP00000039332, zRFX2:
ENSDARP00000010260, zRFX3: ENSDARP00000041235, zRFX4: ENSDARP00000032295,
zRFX5 : ENSDARP00000086706, zRFX6 : ENSDART00000061122 ; Fig. 18B). On peut y noter
trois sous groupes. Le premier d’entre eux est constitué des protéines RFX5 et RFX7 murines

et de poisson zebre. Le second groupe est constitué des protéines RFX1 a RFX3 murines et
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Figure 19 : Rfx6 est exprimé tout au long du développement pancréatique et dans les ilots de Langerhans. Hybridation
in situ pour Rfx6 (bleu, a-f) et immuno-histochimie pour PDX1 (brun, b-c) sur un embryon a E8,5 (14 somites) et sur des
sections d’embryons sauvages a E10,5 (b), E12,5 (c), E15,5 (d), E18,5 (e) et de pancréas adulte (f). Rfx6 est exprimé dans
I’endoderme intestinal primitif a E8,5. Son expression se restreint a E10,5 au bourgeon pancréatique ainsi qu’a I'estomac
(non montré) et a 'endoderme intestinal. Puis, dans le pancréas, Rfx6 est exprimé pendant tout le développement
embryonnaire, ainsi que dans les flots de Langerhans. Grossissement: 20X, insert: 40X. Téte de fleche bleue: Cellules
exprimant Rfx6. Téte de fleche noire: cellule comarquée PDX1 et Rfx6. pd : pancréas dorsal, pv : pancréas ventral et ei:
endoderme intestinal;






a b c
A
a
Rfx6
+ NEUROG3 Rfx6 Insm1
d e f
Neurog3 Rfx6 NeuroD1

Figure 20 : Rfx6 est exprimé dans la majorité des cellules exprimant NEUROG3. Hybridation in situ (bleu)
pour Rfx6 (a,b,e), Insm1 (c), Neurog3 (d) et NeuroD1 (f) et immuno-histochimie pour NEUROG3 (brun, a) sur
des sections adjacentes (b-c, d-f) d’embryon sauvage a E15,5 (a-f). Rfx6 est exprimé dans la majorité des
cellules exprimant NEUROG3. Le patron d’expression de Rfx6 est similaire a celui de Neurog3 ainsi qu’a deux
de ces génes cibles: NeuroD1 et Insm1. Grossissement: 20X, insert: 40X. Téte de fleche: cellule comarquée
NEUROGS3 et Rfx6.
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de leurs homologues chez le poisson zebre. Ces protéines sont les seules de la famille RFX a
contenir un domaine d’activation transcriptionnelle (Emery et al., 1996). Le dernier groupe
est constitué des protéines Rfx4 et Rfx6 murines et de leurs homologues chez le poisson
zébre (Fig. 18B).

L'ensemble de ces résultats montre que la séquence protéique de RFX6 a conservé les
domaines protéiques de la famille RFX a [I'exception du domaine d’activation

transcriptionnelle présent chez les protéines RFX1 a 3.

2. Expression du géne rfx6
2.A Cinétique d’expression de rfx6 au cours du développement pancréatique

Apres avoir déterminé la séquence de Rfx6, nous avons caractérisé |'expression de Rfx6
chez les souris en développement et dans le pancréas de souris adulte. Pour cela, j’ai réalisé
des hybridations in situ sur des embryons entre E8,5 (14 somites) et E18,5 ainsi que sur des
section de pancréas adulte (Fig. 19). J'ai ainsi montré que Rfx6 est exprimé des 8,5 jours de
développement dans I'endoderme intestinal primitif (Fig. 19a), puis son expression va se
restreindre a E10,5 a I'estomac, a I'’endoderme intestinal et au pancréas (Fig. 19b). Dans le
pancréas a E10,5, son expression est a la fois observée dans des cellules exprimant PDX1 et
n’exprimant pas PDX1 (Fig. 19b). Dans le pancréas ventral a E10,5, I'expression de rfx6 est
restreinte a quelques rares cellules. L'expression de Rfx6 va ensuite s’étendre a E12,5, tout
en restant localisée dans la région centrale du pancréas en développement n’exprimant pas
PDX1, a I'exception de rares cellules coexprimant PDX1(Fig. 19c). Puis, tout comme Neurog3,
son expression va se développer dans I'épithélium pancréatique a E15,5 (Fig. 19d). Par
contre, alors que I'expression de Neurog3 est restreinte a quelques cellules a E18,5 pour étre
perdue dans le pancréas adulte, I'expression de Rfx6 persiste a E18,5 et est maintenue dans

les flots de Langerhans dans le pancréas adulte (Fig. 19e-f).

2.B Rfx6 est spécifiqguement exprimé dans le lignage endocrine du pancréas

Au vu de ces premiéres observations, nous avons souhaité préciser le patron
d’expression de Rfx6 dans le pancréas. Pour cela, jai réalisé des comarquages Rfx6 et
NEUROGS3, et des hybridations in situ sur des sections adjacentes de pancréas a E15,5 pour

Rfx6, Neurog3, et Insm1 et NeuroD1, deux genes cibles directs de NEUROG3 (Fig. 20). Nous
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Figure 21 : Rfx6 est spécifiquement exprimé dans les cellules du pancréas endocrine. Hybridation in situ
pour Rfx6 (a-d) sur des sections de souris Neurog3”- (a) a E15,5, Neurod17- (b), Pax4”- (c) et Arx”/- (d) a E14,5.
L’expression de Rfx6 est perdue chez le mutant Neurog3, et indépendante de I'expression de Neurod1, Pax4

et Arx, trois génes exprimés en aval de Neurog3 et impliqués dans la différenciation endocrine.
Grossissement: 20X.
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avons ainsi montré que la majorité des cellules exprimant NEUROG3 expriment Rfx6
(Fig. 20a). J'ai également mis en évidence que |'expression de Rfx6 est localisée dans un
territoire similaire ou sont exprimés Insm1 et NeuroD1, deux genes qui ont été caractérisés
comme étant spécifiques du lignage pancréatique endocrine (Fig. 20d-f). L'ensemble de ces

résultats suggére donc que I'expression de rfx6 est restreinte au lignage endocrine.

Afin d’étudier cette hypothese, j'ai réalisé des hybridations in situ sur des sections de
pancréas Neurog3'/', qui sont caractérisés par la perte du lignage endocrine (Gradwohl et al.,
2000 ; Fig. 21a). De plus, afin de déterminer si Rfx6 est spécifiqguement requis pour la
différenciation des cellules a (sécrétant le glucagon) ou des cellules [ (sécrétant I'insuline),
nous avons étudié I'expression de Rfx6 chez des embryons mutants Pax4 ou Arx, qui sont
caractérisés respectivement par une perte de la différenciation des cellules [3, et une perte
de la différenciation des cellules a (Sosa-Pineda et al.,, 1997 ; Collombat et al., 2003 ; Fig.
21c-d). Finalement, afin de déterminer si I'expression de Riken L19 est sous le controle de
NEUROD1, le seul gene cible connu pour NEUROG3 au début de cette étude, nous avons
étudié I'expression de Riken L19 chez des embryons mutants pour NeuroD1, dont la perte de
fonction induit une réduction de la différenciation des différents sous-types cellulaires
endocriniens (Huang et al., 2000 ; Naya et al., 1997 ; Fig. 21b)

Nous avons ainsi montré que I'expression de Rfx6 est perdue dans le pancréas des
souris Neurog3 mutantes, alors que son expression est conservée dans les mutants NeuroD1,
Pax4 et Arx (Fig. 21).

L'ensemble de ces résultats montre que Rfx6 est spécifiquement exprimé dans le
lighage endocrine dans le pancréas en aval de Neurog3, et de facon indépendante de
NeuroD1, Pax4 et Arx, trois genes déja impliqués dans la différenciation des sous types
cellulaires pancréatiques endocriniens. Afin de poursuivre la caractérisation de I'expression
de Rfx6, un anticorps dirigé contre la partie N-terminale de la protéine RFX6 a été produit

chez le lapin et le rat au sein de I'lGBMC.

2.C Expression précoce de RFX6 dans I'endoderme intestinal primitif et I’épithélium
pancréatique

Suite a la caractérisation de I'expression de Rfx6 a E8,5 et a E10,5 (Fig. 19), nous avons

continué la caractérisation de I'expression précoce de Rfx6 entre E8,5 et E10,5 afin de

73



>
RFX6 PDX1 RFX6 PDX1
RFX6 PDX1 RFX6 PTFla
RFX6 GCG INS RFX6 PDX1

RFX6

Figure 22 : Expression précoce de RFX6. Immunofluorescence pour RFX6 (vert, a-g) et PDX1 (rouge, a-c, f) ou PTFla (rouge, d)
ou glucagon + insuline (rouge, e) sur des sections d’embryon sauvage a E8,5 (8 somites, a), a E9,5 (b), a E10,5 (c-e, g) et sur
des sections d’embryon neurog3”-a E10,5 (f). RFX6 est exprimé dans I’ensemble de I'épithélium intestinal primitif & E8,5. Puis
dans les bourgeons pancréatiques, RFX6 n’est pas exprimé dans les progéniteurs pancréatiques (PTF1a positifs). Puis RFX6 est
exprimé dans les cellules engagées dans la différentiation endocrine et les cellules exprimant le glucagon et l'insuline.
Grossissement: 20X (a, c-f) et 40X (b), insert: 40X. Téte de fleche jaune: cellule comarquée PDX1 et RFX6, téte de fleche
rouge: cellule comarquée RFX6 négative et PDX1 positive. ei : endoderme intestinal, pp : primordium pulmonaire.
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Figure 23 : RFX6 est exprimé dans les différents sous types cellulaires pancréatiques endocriniens. Hybridation in situ
pour Rfx6 (bleu, a-b) et immuno-histochimie pour I'insuline (brun, a) ou le glucagon (b) a E15,5. Immunofluorescence
pour RFX6 (c-h) et I'insuline (c, e), le glucagon (d, f), la somatostatine (g) et le polypeptide pancréatique (h) sur des
sections d’embryon sauvage a E15,5 (a, b) et de pancréas adulte (c, f). RFX6 est exprimé dans les cellules o et 3 a E15,5.
Dans les ilots de Langerhans, RFX6 est exprimé dans les quatre principaux sous types cellulaires endocriniens.
Grossissement: 20X (a-b), 63X (c-d) et 40X (e-h), insert: 40X (a-b) et 63X (e-h) ; Ad : adulte.



Résultat — Etude du gene Regulatory Factor X 6

déterminer précisément dans quelles cellules RFX6 est exprimé a cette période. Pour cela,
j’ai réalisé par immunofluorescence des doubles marquages pour RFX6 et PDX1, RFX6 et
PTF1a ou RFX6 et le glucagon et I'insuline chez des embryons de souris entre E8,5 (8 somites,
8 S) et E10,5 (Fig. 22). Nous avons ainsi confirmé |’expression précoce de Rfx6 dans
I’endoderme intestinal primitif dés E8,5 (8 S), ou son expression est détectée de facon large
dans I'endoderme intestinal primitif (Fig. 22a). A ce stade, nous avons également montré
qgue RFX6 est exprimé dans le territoire des futurs bourgeons pancréatiques exprimant PDX1
(Fig. 22a). A E9,5, RFX6 est principalement exprimé dans les cellules PDX1 positives dans le
bourgeon pancréatique dorsal (Fig. 22b). Toutefois, on observe également quelques cellules
RFX6 positives et PDX1 négatives, ainsi que quelques cellules RFX6 négatives et PDX1
positives (Fig. 22b). Un jour plus tard, a E10,5, la coexpression de RFX6 avec PDX1 est
quasiment perdue a I'exception de quelques cellules (Fig. 22c). On peut également noter que
les progéniteurs pancréatiques exprimant PTFla sont tous RFX6 négatif (Fig. 22d). A E10,5
dans le bourgeon pancréatique dorsal, les cellules RFX6 sont soit dispersées, soit groupées
en petits agrégats qui expriment le glucagon et l'insuline (Fig. 22e). A E10,5, on peut
également noter que RFX6 est exprimé dans I'’endoderme intestinal et dans les primordiums
pulmonaires (Fig. 22g).

Ces résultats montrent donc que dés E8,5 (8S), RFX6 est exprimé de facon précoce
dans I'endoderme intestinal primitif, avant I'expression de Neurog3 qui n’est pas exprimé
avant E9,0 (Apelqgvist et al.,, 1999). Puis, a E10,5, I'expression de RFX6 est exclue des
progéniteurs pancréatiques exprimant PTF1a mais est exprimé dans les cellules exprimant le
glucagon et l'insuline. On peut également noter que I'expression de RFX6 est maintenue
entre E9,5 et E10,5dans I'endoderme intestinal primitif qui formera l'intestin. Ces résultats
suggerent donc que Rfx6 aurait une expression précoce dans I'endoderme intestinal primitif
indépendante de celle dans les cellules pancréatiques endocrines en différenciation. On peut
ainsi supposer que I'expression de RFX6 détectée dans quelques rares cellules a E10,5 chez
les mutants Neurog3 (Fig. 22f) correspond a des cellules qui n’ont pas encore exprimé PTF1a,

ayant ainsi encore les caractéristiques de I'endoderme intestinal primitif.

2.D RFX6 est exprimé dans I'’ensemble des sous types cellulaires insulaires

Afin de déterminer si RFX6 est exprimé dans les cellules endocrines matures, nous

avons ensuite analysé l'expression de RFX6 par rapport a l'expression des hormones
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RFX6 + KI67

Figure 24 : Les cellules RFX6 ne proliferent pas pendant la différenciation des cellules du pancréas
endocrine. Immunofluorescence pour RFX6 (rouge, a-d) et KI67 (vert, a-d) sur des sections d’embryon
sauvage a E12,5 (a), E13,5 (b), E15,5 (c) et E18,5 (d). RFX6 n’est pas exprimé dans les cellules KI67 positives de
E12,5 a E15,5. A E18,5, RFX6 est exprimé dans les cellules KI67 positives dans les flot en formation.
Grossissement: 20X, insert: 40X. Téte de fleche: cellule comarquée KI67 et RFX6.
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AC-TUB RFX6 AC-TUB RFX6

Figure 25 : Les cellules RFX6 dans les flots de Langerhans sont ciliées. Immunofluorescence pour RFX6
(rouge, a-d) et RFX3 (vert, a) ou AC-TUB (vert, b-d) sur des sections d’embryon sauvage a E15,5 (a-b), E18,5 (c)
et de pancréas adulte (d). La majorité des cellules Rfx6 sont Rfx3 positives. A E15,5, aucun cil n’est observé
sur les cellules du pancréas. A E18,5, les premiers cils apparaissent et, dans les flots de Langerhans,
I’ensemble des cellules RFX6 sont ciliées. Grossissement: 20X (a-b), 40X (c) et 63X (d), insert: 40X (a), 63X (c)
et 100X (d). Téte de fleche jaune: cellule comarquée RFX3 et RFX6; téte de fleche verte: cellule comarquée
AC-TUB et RFX6.
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pancréatiques au cours du développement pancréatique et dans les ilots de Langerhans.
Pour cela, j'ai réalisé des hybridations in situ pour Rfx6 suivies d'immuno-histochimie pour
I'insuline ou le glucagon a E15,5 (Fig. 23a-b). J'ai également réalisé des immunofluorescences
pour RFX6 et l'insuline ou le glucagon a E15,5, et pour RFX6 et 'insuline, le glucagon la
somatostatine ou le polypeptide pancréatique sur des sections de pancréas adulte (Fig.
23c-h). Nous avons montré qu’a E15,5, les cellules exprimant l'insuline (Fig. 23c) ou le
glucagon (Fig. 23d) coexpriment RFX6. Toutefois, la majorité des cellules Rfx6 n’expriment ni
I'insuline, ni le glucagon a ce stade (Fig. 23a-b). Dans les ilots de Langerhans, I'ensemble des

guatre principaux sous types cellulaires endocriniens exprime Rfx6 (Fig. 23e-h).

2.E Les cellules Rfx6 ne proliferent pas

Comme les cellules NEUROG3 sont principalement postmitotiques, j'ai réalisé des
doubles immunofluorescences pour RFX6 et Ki67, un marqueur des cellules en prolifération
en phase G1, M, G2 et S afin de déterminer si les cellules RFX6 proliferent (Fig. 24). Entre
E12,5 et E15,5, les cellules Rfx6 sont pour la plupart quiescentes (Fig. 24a-c). Seules quelques
tres rares cellules sont doubles marquées Rfx6 et Ki67. (Fig. 24a-c). En revanche, a E18,5,
stade auquel commence la formation des flots de Langerhans, la majorité des cellules

exprimant I'antigéne KI67 expriment RFX6 (Fig. 24d).

2.F Les cellules Rfx6 dans les flots de Langerhans sont ciliées

Des travaux récents ont mis en évidence l'implication du gene Rfx3 dans la
différenciation des cellules insulaires. En effet, Ait-Lounis et al. ont montré que chez les
mutants Rfx3, la différenciation des cellules o, B et 6 est fortement réduite. De plus, les
souris fo3'/' sont caractérisées par une réduction et une malformation des cils primaires
présents sur les cellules insulaires (Ait-Lounis et al., 2007). Afin d’étudier I'expression de
RFX6 vis-a-vis de RFX3, j'ai réalisé des doubles immunofluorescences pour RFX3 et RFX6 a
E15,5 (Fig. 25a). Nous avons ainsi montré que les cellules RFX6 sont pour la plupart
comarquées avec RFX3 a E15,5. En revanche, bien que I'anticorps anti RFX3 développe du
bruit de fond, le patron d’expression de RFX3 est plus large que celui de RFX6. En effet, bien
que l'expression de RFX3 soit plus intense chez les cellules exprimant RFX6, RFX3 est

également exprimé dans I'épithélium qui formera le tissu acinaire (Fig. 25a). L'analyse
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Figure 26 : Expression de Rfx6 dans I'intestin embryonnaire. Hybridation in situ (bleu) pour Neurog3 (a), Rfx6 (b,
d-f) et Neurod1 (c) et immuno-histochimie pour PDX1 (brun, d) et pour NEUROGS3 (f) a E10,5 (d) et E15,5 (a-c, e-f)
sur des sections d’embryon sauvage (a-c, f) ou Neurog3”/-(d-e). A E15,5, Rfx6 est exprimé dans les cellules
intestinales exprimant NEUROG3 et son expression est perdue chez le mutant Neurog3. Grossissement: 20X (a-e),
40X (f), insert; 40X (a-c), zoom (f). Téte de fleche: cellule Rfx6 et NEUROGS3. pd : pancréas dorsal, ei : endoderme
intestinal et es : estomac.



Résultat — Etude du gene Regulatory Factor X 6

transcriptomique des mutants Neurog3 montre également que Rfx3 est toujours exprimé
chez les mutants Neurog3. Ces résultats montrent que |'expression de Rfx3 n’est pas
restreinte au lignage pancréatique endocrine.

Nous avons également étudié la présence de cils sur les cellules exprimant RFX6 par
des immunofluorescences pour RFX6 et la tubuline acétylée, un marqueur des cils
(Fig. 25b-d). La présence de cils sur les cellules RFX6 n’est pas détectée a E15,5. En revanche,
qguelques cils sont observés a E18,5 (Fig. 25c). Dans les Tlots de Langerhans, I'ensemble des

cellules insulaires exprimant Rfx6 sont ciliées (Fig. 25d).

2.G Rfx6 est exprimé dans I'estomac et l'intestin

Comme montré précédemment, Rfx6 est exprimé dans I'endoderme primitif intestinal
qui formera le tube digestif (Fig. 19b). Afin de déterminer si I'expression de Rfx6 est comme
dans le pancréas, maintenue dans |'épithélium intestinal en différenciation, j’ai réalisé des
hybridation in situ pour Neurog3, Rfx6 et NeuroD1 sur des sections sériées d’embryon
sauvage a E15, 5 (Fig. 26 a-c). Nous avons ainsi montré que comme Neurog3, qui est exprimé
dans I'épithélium intestinal a E15,5 (Fig. 26a), Rfx6 est exprimé dans quelques cellules
épithéliales intestinales (Fig. 26b). Son expression semble également similaire a celle de
Neurod1 (Fig. 26c¢) qui a une expression plus restreinte a E15,5. Nous avons également
souhaité définir si comme dans le pancréas, I'expression de Rfx6 est perdue chez le mutant
Neurog3. Pour cela, des hybridations in situ pour Rfx6 ont été réalisées sur des sections
d’embryons Neurog3 mutants a E10,5 et E15,5, suivi a E10,5 d’'une immuno-histochimie pour
PDX1 (Fig. 26d-e). A E10,5, Rfx6 est exprimé dans I'endoderme intestinal qui formera le tube
digestif chez les mutants Neurog3 (Fig. 26d). Le maintien de I'expression de Rfx6 dans
I’endoderme intestinal chez les mutants Neurog3 a E10,5 concorde avec les précédentes
observations de Jenny et al. montrant que I'expression de Neurog3 n’est pas détectée avant
E12,5 dans l'intestin (Jenny et al., 2002). Ces résultats montrent qu’a E10,5 I'expression de
Rfx6 est indépendante de I'expression de Neurog3 dans l'intestin. En revanche a E15,5, la
perte d’expression de Rfx6 chez le mutant Neurog3 montre qu’a ce stade I'expression de
Rfx6 est dépendante de celle de Neurog3 (Fig. 26e). De plus, par hybridations in situ pour
Rfx6 sur des sections d’embryons sauvages a E15,5, suivis d’'une immuno-histochimie pour

NEUROGS3, j'ai montré que les cellules NEUROG3 coexpriment Rfx6 (Fig. 26f).
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RFX6

Figure 27 : RFX6 est exprimé dans I’épithélium intestinal. Imnmunofluorescence pour RFX6 (vert, a-g) sur des
sections d’embryon sauvage : estomac (a, d, f) et intestin (b-c, e, g) a E13,5 (a-c), E15,5 (d-e) et E18,5 (f-g). A
E13,5, RFX6 est exprimé faiblement dans I'’endoderme intestinal pluristratifié, sauf quelques cellules
exprimant fortement RFX6. A partir de E15,5, son expression va se restreindre a quelques cellules dans
I’épithélium stomacal et intestinal. Grossissement: 20X (a-e), 40X (f-g). Téte de fleche: cellule RFX6, insert in b
= marquage RFX6, insert in d-e = zoom.
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Afin de préciser ces résultats, j’ai réalisé des immunofluorescences pour RFX6 sur des
sections d’estomac et d’intestin entre E13,5 et E18,5 (Fig. 27). A E13,5, stade auquel la
différenciation antéropostérieure de I'’endoderme intestinal commence (Henning, 1987), on
peut observer un faible signal pour RFX6 dans la région du futur duodénum, adjacente a
I’estomac, ainsi que I'expression forte de RFX6 dans quelques rares cellules (Fig. 27b). Dans
I’estomac et la partie postérieure de I'épithélium intestinal a E13,5, RFX6 est exprimé dans
I'ensemble de I'épithélium de maniere homogene (Fig. 27a, c). En revanche, a partir de
E15,5, 'expression de RFX6 dans I’épithélium gastrique et intestinal est restreinte a quelques
cellules (Fig. 27d-g). Ces résultats confirment les résultats précédemment obtenus par

hybridation in situ (Fig. 26b).

L’'ensemble de ces résultats montre que I'expression de Rfx6 évolue au cours de la
différenciation du pancréas et de l'intestin. Pour résumer le patron d’expression de RFX6,
RFX6 est dans un premier temps exprimé dans I'’endoderme intestinal primitif, et dans les
territoires présomptifs du pancréas exprimant PDX1. Puis, son expression va
progressivement étre perdue dans les cellules PDX1 lors de la formation des bourgeons
pancréatiques. Et I'expression de RFX6 sera totalement perdue dans les bourgeons
pancréatiques exprimant PTFla. RFX6 est ensuite réexprimé dans les progéniteurs
endocrines (NEUROG3 positifs). Puis son expression est conservée dans les cellules
endocrines en différenciations (Insm1 ou NeuroD1 positives) et dans les cellules insulaires
(glucagon, insuline, somatostatine ou PP positives). De plus, il est a noter que I'expression de
Rfx6 est endocrine spécifique au cours de la formation du pancréas (expression de Rfx6
perdue chez les mutants Neurog3). Et que son expression est indépendante de celle d’Arx et
Pax4, impliqués respectivement dans la différenciation des sous types cellulaires o et . Au
cours de la différenciation gastrique et intestinale, RFX6 semble étre dans un premier temps
exprimé de facon indépendante de Neurog3 dans I'ensemble de I'endoderme qui formera
I'intestin. Dans un second temps, RFX6 est exprimé sous le contréle de NEUROG3 dans

quelques cellules de I'épithélium gastrique et intestinal.
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Figure 28 : Le ShRNA Rfx6 #2 induit une dégradation du transcrit Rfx6-ires-GFP. (A) Observation directe de la GFP dans
les cellules HEK293t transféctées avec le plasmide pADRSV-Rfx6-IRES-GFP et pBluescript (a, e, i), pSuper (b, f, j),

pSuper-ShRNA Rfx6 #1 (c, g, k), et pSuper-ShRNA Rfx6 #2 (d, h, 1), 1, 2 ou 3 jours apres la transfection. (B) Quantification

de l'inhibition de la GFP dans les cellules transfectées avec les plasmides pSuper-ShRNA Rfx6 #1 ou #2 par rapport aux

cellules transfectées avec le plasmide pSuper-ShRNA. Le ShRNA Rfx6 #2 conduit a une meilleure dégradation de I’ARN
bicistrionique Rfx6-ires-GFP que le ShRNA Rfx6 #1.
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3. Caractérisation de la fonction de rfx6 au cours du développement pancréatique
murin

3.A Caractérisation des ShRNA Rfx6

Au vu de ces résultats, nous avons souhaité caractériser la fonction de Rfx6 au cours du
développement pancréatique. Pour cela, nous avons choisi d’infecter des explants
d’épithélium pancréatique a E11,5 avec un lentivirus permettant I'expression d’un ARN
antisens (ShRNA) dirigé contre Rfx6.

La conception des ShRNA contre rfx6 a été faite en utilisant le logiciel siDESIGN® center
de Dharmacon. La région de ’ARNm utilisée pour définir les ShRNA est comprise entre les
nucléotides 1170 et 2685 de la séquence décrite figure 16. Nous avons ainsi choisi deux
ShRNA. Le ShRNA Rfx6 #1 et le ShRNA Rfx6 #2 qui ciblent respectivement les séquences
comprises entre les nucléotides 1677 a 1699 et les nucléotides 2145 a 2167.

Les séquences codant les ShRNA Rfx6 #1 et le ShRNA Rfx6 #2 ont été clonées dans le
vecteur pSuper contenant le promoteur de la polymérase 3 (H1) afin de permettre
I’expression du ShRNA. En parallele, les fragments d’ARNm contenant les nucléotides 1166 a
2085 ou 1829 a 2685 ont été clonés dans le vecteur pADRSV-IRES-GFP. Ce vecteur
pADRSV-Rfx6-IRES-GFP permet I'expression d’un ARN bicistronique comprenant I’ARN ciblé
par les ShRNArfx6 et I’ARN codant pour la GFP. Afin de caractériser ces ShRNA, les plasmides
permettant I'expression des ShRNA ont été cotransfectés dans les cellules HEK293t avec un
plasmide pADRSV-Rfx6-IRES-GFP. Ainsi, si le ShRNA est spécifique de la séquence pour
laquelle il a été défini, il devrait induire une dégradation de I’ARNm bicistronique, et par
conséquent induire une diminution de I'expression de la GFP.

Afin de déterminer la diminution de I'expression de la GFP dans les cellules HEK293t
transfectées avec les plasmides pADRSV-Rfx6-IRES-GFP et pSuper-ShRNA Rfx6 (Fig. 28Ac-d,
g-h, k-1) par rapport aux cellules transfectées avec les plasmides pADRSV-Rfx6-IRES-GFP et
pSuper vide (Fig. 28Ab, f, j), les cellules ont été analysées par cytométrie de flux entre 1 et
3 jours apres la transfection (Fig. 28B). Nous avons ainsi montré que le ShRNA Rfx6 #2 induit
une plus forte dégradation de la GFP par rapport au ShRNA Rfx6 #1. Un jour apres
transfection, le ShRNA Rfx6 #2 induit une dégradation de 91 % contre 43 % pour le ShRNA
Rfx6 #1 ; et trois jours aprées transfection, le ShRNA rfx6#2 induit une dégradation de 67 %
contre 42 % pour le ShARNA Rfx6 #1 (Fig. 28B).
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Figure 29 : Le Shrfx6 induit une diminution de la différenciation endocrine. (A) 7 jours apres I'infection avec le
lentivirus exprimant le ShRd (a) ou le ShRfx6 (b) d’explants disséqués a E11,5, immunofluorescence pour l'insuline
(INS) et le glucagon (GCG, Rouge) et la GFP (vert) sur des sections d’explants. Grossissement : 20x. (B) 7 jours
apres l'infection avec le lentivirus exprimant le ShRd (n=5) ou le ShRfx6 (n=8), quantification de la surface de
cellules exprimant I'insuline et le glucagon et la GFP dans des explants disséqués a E11,5. Le Shrfx6 induit une
diminution de la différenciation des cellules glucagons ou insulines positives par rapport au ShRd chez les explants
infectés.
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Pour le reste de cette étude, nous avons donc utilisé le ShARNA Rfx6 #2 (ShRfx6) qui
permet d’induire une meilleure dégradation de '’ARNm de Rfx6 pour étudier la perte de
fonction de Rfx6. Afin de pouvoir utiliser ce ShRNA sur des cultures d’épithélium
pancréatique, j'ai sous cloné le ShRfx6 dans un vecteur permettant la production de

lentivirus exprimant le ShRfx6.

3.B Etude de la perte de fonction de Rfx6 sur la différenciation endocrine

L’étude de la perte de fonction de Rfx6 dans le pancréas en développement a été
réalisée sur des cultures d’épithélia pancréatiques disséqués a E11,5, puis infectés par un
lentivirus. Ces épithélia ont été soit infectés avec un lentivirus permettant I'expression du
ShRfx6, soit avec un lentivirus permettant I'expression d’un ShRNA non spécifique (ShRd). De
plus, les lentivirus permettant I'expression du ShRd ou ShRfx6 expriment la GFP sous le
contréle d’'un promoteur CMV, permettant ainsi de suivre et quantifier le taux d’infection
des épithélia.

Nous avons analysé dans des épithélia pancréatiques 7 jours apres leur infection, les
impacts de I'expression des ShRNA sur la différenciation endocrine. Pour cela, 7 jours apres
I'infection, les explants sont inclus et coupés afin de réaliser une analyse par
immunofluorescence de I'expression du glucagon, de l'insuline et de la GFP (Fig. 29Aa-b).
Grace a une analyse informatique des images, la surface des différents marquages a ensuite
été quantifiée (Fig. 29B). Afin de pouvoir étudier un effet di a I'infection des épithélia par les
lentivirus, seuls les explants infectés a plus de 65% de leur surface totale ont été analysés.
Cette analyse a été réalisée sur trois expériences différentes. Nous avons ainsi mis en
évidence que les épithélia infectés avec le lentivirus exprimant le ShRfx6 sont caractérisés
par une baisse de 34 % du nombre de cellules a glucagon ou a insuline par rapport aux
épithélia infectés avec le lentivirus exprimant le ShRd (Fig. 29b). De plus, afin de confirmer ce
résultat, j’ai analysé I'expression de I'insuline ou du glucagon dans les cellules infectées (GFP
positives) et non infectées (GFP négatives). Nous avons ainsi montré que cette diminution
est spécifiqguement liée a une baisse de I'expression de l'insuline ou du glucagon dans les
cellules infectées exprimant la GFP (Fig. 29b).

Ces résultats suggérent donc que RFX6 serait nécessaire a la différenciation endocrine

au cours de la différenciation pancréatique.
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Figure 30 : Aucune diminution du nombre de cellules a insuline ou a glucagon n’est induite par le ShRfx6.
Quantification de la surface de cellules exprimant I'insuline et la GFP (A), et le glucagon et la GFP (B) dans des explants
disséqués a E11,5, 7 jours aprés l'infection avec le lentivirus exprimant le ShRd (insuline: n=3, glucagon: n=5) ou le
ShRfx6 (insuline: n=7, glucagon: n=9). Le ShRfx6 n’induit aucune diminution de la différenciation des cellules glucagons

ou insulines positives par rapport au ShRd dans les explants infectés.
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Afin de déterminer quel type de cellules est affecté par la réduction de la
différenciation endocrine, j'ai analysé séparément I'expression de I'insuline (Fig. 30A) et du
glucagon (Fig. 30B). Comme précédemment, cette analyse a été réalisée dans des épithélia
pancréatiques 7 jours apreés leur infection avec le lentivirus exprimant le ShRfx6 ou le ShRd.
Puis, apres l'inclusion et la coupe des explants, une immunofluorescence a ensuite été
réalisée soit pour l'insuline et la GFP, soit pour le glucagon et la GFP. La surface des
différents marquages a ensuite été quantifiée. Cette analyse a été réalisée respectivement
sur deux et trois expériences différentes pour I'analyse de I'expression de l'insuline et du
glucagon. A linverse des résultats précédemment décrits, nous n’avons pu mettre en
évidence une diminution de I'expression des cellules a insuline ou a glucagon dans les
épithélia infectés avec le lentivirus permettant I'expression du ShRfx6 par rapport aux
épithélia infectés avec le lentivirus permettant I'expression du ShRd (Fig. 30).

Ces résultats soulevent le probleme de la validité des précédents résultats montrant
une baisse de la différenciation endocrine dans les explants infectés avec le lentivirus
permettant I'expression de ShRfx6 (Fig. 29B). L’hypothése d’une différence de lot de
lentivirus ne semble pouvoir étre retenue. Car bien que trois lots de virus aient été utilisés
au cours de ces différentes infections, le premier lot de virus qui a été utilisé pour deux des
qguatre expériences analysant I'impact sur la différenciation des cellules o (Fig. 30B), a
également été utilisé pour les expériences analysant I'impact sur la différenciation des
cellules o et B (Fig. 29B). Afin de mettre en évidence une potentielle mutation du ShRNA, j'ai
également séquencé I’ADN que le lentivirus integre au génome hote apres l'infection de la
cellule. Par cette analyse, nous avons montré que la séquence du ShRNA et de son
promoteur ne présentent pas de mutation. Une autre hypothése est que le ShRfx6 ne soit

pas capable d’induire une dégradation du transcrit endogeéne de Rfx6.

3.C Le ShRfx6 n’induit pas de dégradation de la forme endogéne de I’/ARNm de Rfx6

Afin de répondre a cette hypothése, nous avons donc déterminé si le ShRfx6 pouvait
induire une dégradation du transcrit Rfx6 chez des cellules BTC3, lignée d’insulinome murin
immortalisé, exprimant de facon endogene Rfx6 (Fig. 31A). Pour cela, j’ai infecté des cellules

BTC3 avec le lentivirus exprimant le ShRd ou le ShRfx6. Afin d’analyser I'expression de Rfx6
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Figure 31 : Le ShRfx6 n’induit pas de dégradation de la forme endogéne de 'ARNm de Rfx6. (A)
Quantification par RT-gPCR de I’ARNm de Rfx6 dans des cellules BTC3 non traitées (NT), infectées avec le
ShRd ou infectées avec le ShRfx6. (B) Western Blot pour RFX6 sur des extraits protéiques de cellules BTC3
non traitées (NT), infectées avec le ShRd (duplicata) ou infectées avec le Shrfx6 (duplicata). Le ShRfx6,
comme le ShRd n’induit aucune diminution de la quantité d’ARNm ou de protéine RFX6 dans les cellules
BTC3.
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uniquement dans les cellules infectées (qui expriment la GFP), les cellules ont été triées par
FACS selon leur expression de la GFP. Aprés extraction de I’ARN des cellules triées et des
cellules non traitées, j'ai réalisé des RT-qPCR pour Rfx6. Cette analyse a été réalisée sur trois
expériences différentes. Nous avons ainsi montré que le ShRfx6 n’induit pas de dégradation
de la forme endogéne du transcrit de rfx6 par rapport aux cellules non traitées ou infectées
avec le lentivirus exprimant le ShRd (Fig. 31A).

Dans le but de montrer que la non dégradation de la protéine RFX6 est liée a I'absence
de dégradation de '’ARNm de Rfx6 aprés l'infection avec le lentivirus exprimant le ShRfx6,
nous avons confirmé ces résultats par western blot (WB). Pour cela, j'ai réalisé des extraits
protéiques de cellules BTC3 non traitées ou GFP positives infectées avec le lentivirus
exprimant le ShRd ou le ShRfx6, afin de faire des WB pour RFX6 (Fig. 31B). Nous avons ainsi
confirmé que le ShRfx6 ne permet pas d’induire une dégradation de la protéine RFX6. Ces
résultats montrent donc que le ShRfx6 ne permet pas d’induire une perte de fonction de
Rfx6.

Ces résultats cependant contredisent la premiére caractérisation des ShRNA Rfx6 #1 et
ShRNA Rfx6 #2. En effet, la premiére caractérisation des ShRNA Rfx6 montre que le ShRNA
Rfx6 #2 induit une diminution de I"ARN bicistronique Rfx6-IRES-GFP. Toutefois, cette
expérience n’était réalisée qu’en utilisant un fragment de I’ARNm de Rfx6. Ceci a pu modifier
les structures secondaires de ’ARNm, rendant possible la dégradation de I’ARN bicistronique
par le ShRNA Rfx6 #2. De plus, il est a noter que le taux de transfection des cellules HEK293t
au cours de ces tests était inférieur ou égal a 10 %. Ce faible taux de transfection a peut étre
mené a une interprétation erronée des résultats. Ces différentes hypothéses ne permettent
cependant pas d’expliquer la diminution de la différenciation endocrine observée lors de la
premiere analyse des épithélia (Fig. 29b). Toutefois, au vu des résultats obtenus lors des
seconds tests sur I'impact du Shrfx6 sur la dégradation de ’ARNm de Rfx6 (Fig. 31), nous

pouvons supposer que ce résultat est un artefact d’expérimentation.

4. Caractérisation de la fonction de Rfx6 chez le poisson zébre

En parallele a I'étude de Rfx6 chez la souris, nous avons étudié en collaboration avec
I’équipe du Dr Marianne Voz (Université de Liege, Liege), 'expression et la fonction de zRfx6

chez le poisson zébre.
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Figure 32 : La perte de fonction de zRfx6 induit une réduction de la différenciation du pancréas endocrine et une
accumulation des progéniteurs pancréatiques endocrines. (A) Hybridation in situ fluorescente pour zRfx6 a 19 S (a).
Double hybridation in situ fluorescente pour zRfx6 (vert, b-c) et 'insuline (rouge, b) ou le glucagon (rouge, c). Rfx6 est
exprimé uniqguement dans le pancréas. (B) Hybridation in situ pour zGlucagon (a-b), zSomatostatine (c-d) et zinsuline
(e-f) et double hybridation in situ fluorescente pour zSox4b (rouge, g-h) et zIs/1 (vert) chez des embryons de poisson
zébre a 30 hpf, injectés avec un morpholino contréle (a, c, e, g), et un morpholino contre zRfx6 (b, d, f, h). 30 heures
apres la fécondation, le morpholino zRfx6 induit une réduction de la différenciation endocrine pancréatique et une
accumulation des progéniteurs endocriniens zSox4b positifs.
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La caractérisation de I'expression de zRfx6 chez le poisson zébre a montré que zRfx6
est exprimé uniquement dans le pancréas chez le poisson zébre (Fig. 32Aa). L’expression
chez le poisson zebre commence dans le pancréas au stade 16 somites, et atteint son
maximum a 24 hpf. Puis I'expression de zRfx6 est maintenue au moins jusqu’a 72 hpf
(Résultats non montrés).

L’étude de la perte de fonction de zRfx6 a été réalisée par I'injection de morpholino
contre zRfx6. Il a ainsi été montré que la perte de fonction de zRfx6 induit une perte de la
différenciation des cellules o et ¢ (Fig. 32Bb, et résultat non montré), une réduction de la
différenciation des cellules & (Fig. 32Bd) et une désorganisation des cellules 3 (Fig. 32Bf). De
plus, cette réduction de la différenciation endocrine est liée a une accumulation des
progéniteurs pancréatiques endocrines exprimant zSox4b (Mavropoulos et al., 2005 ;
Fig. 32Bh).

Ces résultats suggerent que zRfx6 serait nécessaire a 'engagement des progéniteurs
pancréatiques endocrines dans la différenciation endocrine. Cette conclusion est soutenue
par d’autres résultats chez le poisson zébre, présent dans I'article soumis et accepté dans

Development (cf annexe).

82






DISCUSSION

83






Discussion - Caractérisation du transcriptome pancréatique induit par NEUROG3 au cours de la
différenciation du pancréas endocrine

Le développement du pancréas va s’initier par la mise en place de signaux externes a
I’endoderme et par I'expression séquentielle de genes dans I'endoderme, duquel le pancréas
se développera. Le pancréas endocrine se différencie a partir des progéniteurs
pancréatiques endocrines exprimant NEUROG3. Il a en effet été montré que I'expression du
facteur de transcription NEUROG3 est nécessaire et suffisante pour induire la différenciation
endocrine (Apelgvist et al., 1999 ; Gradwohl et al., 2000 ; Schwitzgebel et al., 2000 ; Grapin-
Botton et al., 2001 ; Johansson et al., 2007). En dépit du role primordial de ce géne, un seul
géne cible régulé directement par NEUROG3 était caractérisé au début de mon doctorat,
Neurod1 (Huang et al., 2000). L’objectif central de mon doctorat a donc été de caractériser le
transcriptome pancréatique induit par NEUROG3 au cours de la différenciation pancréatique
endocrine et d’étudier I'expression et la fonction des potentiels nouveaux génes cibles de

NEUROG3 mis en évidence.

A) Caractérisation du_transcriptome pancréatique _induit par NEUROG3 au
cours de la différenciation du pancréas endocrine

Avant mon doctorat, différentes études transcriptomiques avaient été réalisées dans
I’objectif de caractériser le transcriptome pancréatique controlé par NEUROG3. La premiere
étude correspondant aux travaux de Gu avait utilisé une souris transgénique exprimant la
GFP sous le controle du promoteur Neurog3 (Gu et al., 2004). Récemment, une étude
similaire a été réalisée en utilisant une souris hétérozygote « Knock In » de la GFP dans la
séquence codant Neurog3 (White et al., 2008). Ces deux études ont permis de caractériser
les genes exprimés dans les cellules exprimant NEUROG3, en analysant spécifiqguement les
cellules exprimant la GFP, mais ne permettaient pas de définir les genes spécifiquement
induits par NEUROG3. En outre, les différences de résultat entre ces deux analyses suggerent
que le promoteur utilisé par Gu pourrait ne pas contenir 'ensemble des éléments essentiels
pour le contréle de Neurog3. De plus, ces deux études ont utilisé des puces a ADNc ne
couvrant que partiellement le génome et n’analysant que 12000 transcrits. Ainsi en
comparant nos résultats aux leurs, on ne trouve pas de genes tels que RikenL19, Rfx6, Fev ou
Riken cDNA 3100002J23, que nous avons caractérisé comme spécifiguement induits par

NEUROGS3 lors de nos analyses transcriptomiques. Deux autres analyses ont caractérisé le
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Discussion - Caractérisation du transcriptome pancréatique induit par NEUROG3 au cours de la
différenciation du pancréas endocrine

transcriptome des souris Neurog3'/', permettant de mettre en évidence les genes
nécessitant I'expression de NEUROG3 au cours du développement pancréatique (Petri et al.,
2006 ; Juhl et al., 20088). Toutefois, comme pour les analyses de Gu et al. et de White et al.,
ces deux études ne permettaient pas de caractériser les genes spécifiquement induits par
NEUROGS3. Par ailleurs, on peut noter que comme pour les études de Gu et al., et de White
et al.,, la majorité de ces analyses n’a été réalisée que sur une partie du génome via
I'utilisation de puce a ADNc ne couvrant que 12000 transcrits, et n’a pas permis pas de
mettre en évidence des génes tels que Rfx6 et Fev. En outre, les stades analysés par ces
différents groupes, a I'exception des travaux de Juhl et al., sont différents de E12,5, stade
auquel les progéniteurs multipotents endocriniens sont compétents pour se différencier en
cellules sécrétant l'insuline (Johansson et al., 2007). Ces études n’ont donc pas permis de
mettre en évidence les geénes induits par NEUROG3 au cours de la différenciation des cellules
B, cellules dont la caractérisation des programmes de différenciation et de maturation
pourrait étre nécessaire a la thérapie cellulaire du diabéte de type 1.

Afin de déterminer les genes spécifiquement induits par NEUROG3 au cours de la
différenciation du pancréas endocrine et notamment des cellules 3, le transcriptome
pancréatique induit a E12,5 par la forme active de NEUROG3ER™ chez les souris Neurog3'/','
Pdx1-Neurog3ER™ a été caractérisé. Afin d’étudier les génes dont I'expression est
spécifiguement controlée par NEUROG3, nous avons comparé cette analyse
transcriptomique avec le transcriptome des souris Neurog3'/' caractérisé au laboratoire (non
publié). Finalement, afin d’analyser des cibles de NEUROG3 induites dés le début de la
différenciation endocrine, nous avons comparé ces analyses avec le transcriptome des
progéniteurs endocrines (non publié) obtenu par l'utilisation de la souris « Knock Add On »
Neurog3-eYFP générée dans notre laboratoire (Mellitzer et al., 2004). En outre, I'ensemble
de nos analyses a été réalisé sur des puces a ADNc Affymetrix couvrant plus de 36000
trancrits et variants, a la différence des précédentes études qui n’analysaient que 12000
transcrits.

Ainsi, par la combinaison unique de modeles de souris et 'utilisation de la puce a ADNc
Affymetrix couvrant plus de 36000 transcrits, nous avons établi une liste de 56 genes dont
certains étaient précédemment non caractérisés, tel que Rfx6. Nos analyses
transcriptomiques sont en conséquent complémentaires des précédentes analyses

transcriptomiques réalisées sur le pancréas en développement.
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B) Le géne RIKEN cDNA 1700086119

Parmi cette liste, nous avons étudié le géne RIKEN c¢cDNA 1700086L19 (Riken L19),
précédemment non caractérisé. L'expression de Riken L19 est en effet induite 46 fois par
NEUROG3 chez les souris Neurog3'/'; Pdx1-Neurog3ER™ injectées avec le
4-hydroxytamoxiféene, perdue chez le mutant Neurog3 et enrichie 122 fois dans les
progéniteurs pancréatiques endocrines. Au cours du développement pancréatique, mes
expériences montrent que son expression induite a E10,5 atteint son maximum a E15,5 pour
étre perdue a E18,5. A E15,5, I'expression de Riken L19 est perdue chez les souris Neurog3
mutantes. Ces résultats montrent que I'expression de Riken L19 est spécifique du lignage
endocrine. Toutefois, alors que NEUROG3 pourrait réguler I'expression de Riken L19, aucune
cellule exprimant Riken L19 n’a été caractérisée comme coexprimant NEUROG3. Ces
résultats suggerent que Riken L19 ne serait pas une cible directe de NEUROG3. Mais son
expression étant perdue chez les mutants Neurog3, I'expression de Riken L19 pourrait étre
régulée par des genes dont |'expression est régulée par NEUROG3. Par ailleurs, son
expression est indépendante de celle d’Arx et Pax4, deux genes impliqués respectivement
dans la différenciation des cellules o et 3 (Collombat et al., 2003 ; Sosa-Pineda et al., 1997).
Ces résultats suggerent donc également que |'expression de Riken L19 au cours du
développement du pancréas endocrine n’est pas liée a la différenciation d’un lignage
pancréatique endocrine particulier. Par ailleurs, bien que I'expression de Riken L19 soit
similaire a celle de Neurod1 et de Insm1, deux genes cibles directs de NEUROG3 impliqués
dans la différenciation de |‘ensemble des sous types cellulaires endocriniens (Naya et al.,
1997 ; Mellitzer et al., 2006), ces résultats ne permettent pas d’affirmer que Riken L19 est
impliqué dans un processus de différenciation général de I'épithélium pancréatique
endocrine au cours du développement pancréatique.

En outre, le patron d’expression de Riken L19 dans les flots de Langerhans est unique.
Riken L19 est exprimé dans les cellules sécrétant le glucagon, la somatostatine ou le
polypeptide pancréatique dans les flots de Langerhans. En effet, de nombreux genes sont
connus pour étre exprimés a la fois dans les cellules a, B et PP tels que Is/l1 ou Nkx2.2
(Ahlgren et al., 1997 ; Sussel et al., 1998), ou simplement dans les cellules B tels que Pdx1

(Wu et al.,, 1997). Mais aucun geéne n’est connu pour avoir ce patron d’expression chez
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I'adulte. Riken L19 pourrait ainsi avoir un role opposé a celui de PDX1 dans les ilots de
Langerhans, ou PDX1 est spécifiquement exprimé dans les cellules 3 (Ohlsson et al., 1993)

De plus, la séquence putative d’'un domaine SERTA dans la séquence de Riken L19
pourrait lui permettre dans le pancréas d’étre impliqué dans la régulation du cycle cellulaire.
En effet, les génes contenant le domaine SERTA sont caractérisés pour leur fonction dans la
régulation du cycle cellulaire. Les protéines SERTAD1 et SERTAD2 sont caractérisées par leur
capacité a activer le complexe CDK4/Cyclin D nécessaire a la progression du cycle cellulaire
(Sim et al., 2006), ou pour SERTAD1 a inhiber la croissance cellulaire de maniére dépendante
ou indépendante de P53 (Watanabe-Fukunaga et al., 2005). La présence d’un domaine
SERTA dans la protéine RIKEN L19 pourrait ainsi permettre a RIKEN L19 de réguler le cycle
cellulaire des cellules endocrines en différenciation, ainsi que des cellules sécrétant le

glucagon, la somatostatine ou le polypeptide pancréatique dans les flots de Langerhans.

C) Le géne Rfx6

En paralléle a la caractérisation du gene Riken L19, I'analyse transcriptomique a
également révélé Rfx6 (précédemment dénommé Rfxdcl), un autre géne non caractérisé
avant cette étude, et membre de la famille des facteurs de transcription RFX a domaine
« winged helix » (Gajiwala et al., 2000a; Gajiwala et al., 2000b). En effet, I'expression de Rfx6
est induite par NEUROG3 chez les souris Neurog3'/'; del—Neurog3ERTM apres injection du
4-hydroxytamoxiféne, perdue chez le mutant Neurog3 et enrichie plus de 20 fois dans les
progéniteurs pancréatiques endocrines. D’apres notre étude transcriptomique, les autres
génes de la famille RFX, ne semblent pas étre exprimés dans le pancréas (Rfx2, Rfx4) ou
enrichis dans les progéniteurs pancréatiques endocrines (Rfx1, RFX3, Rfx5, Rfx7).
Récemment, les travaux de Ait-Lounis et al. ont mis en évidence que Rfx3 est nécessaire a la
différenciation normale du pancréas endocrine (Ait-Lounis et al., 2007).

L'étude de I'expression de RFX6 montre que son expression varie au cours du
développement embryonnaire, suggérant que RFX6 pourrait avoir plusieurs fonctions au

cours du développement.
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1. La fonction précoce de Rfx6 dans I’endoderme intestinal primitif

Au cours du développement murin, nous avons montré que |’expression ubiquitaire de
RFX6 va progressivement disparaitre dans I'endoderme intestinal primitif au cours de sa
différenciation a partir de E8,5. La perte de I'expression ubiquitaire de RFX6 dans
I’épithélium des différents organes issus de I'endoderme intestinal primitif au cours de leur
différenciation suggére que RFX6 serait nécessaire au maintien d’un état indifférencié de
I’endoderme intestinal primitif, et que la perte de son expression serait nécessaire a sa
différenciation. Plus précisément, dans les bourgeons pancréatiques, I'expression ubiquitaire
de RFX6 a E8,5, se restreint progressivement pour étre absente dans les progéniteurs
pancréatiques exprimant PTFla, qui formeront I'ensemble des sous types cellulaires
pancréatiques (Kawaguchi et al.,, 2002). Ainsi, dans les bourgeons pancréatiques en
différenciation, la perte d’expression de RFX6 pourrait étre requise pour I'expression de
Ptfla, dont l'expression est nécessaire au développement pancréatique. La perte de
I'expression ubiquitaire dans I'endoderme intestinal primitif qui formera [lintestin,
remplacée par une expression éparse dans I'épithélium intestinal, correspond a la vague de
différenciation antéropostérieure de I'épithélium intestinal (Simon-Assmann et al., 1993).
Ces résultats suggerent que comme dans le pancréas, la perte de I'expression ubiquitaire de
RFX6 dans I'épithélium intestinal primitif formant I'épithélium intestinal pourrait étre

nécessaire a sa différenciation.

2. Rfx6 dans la cascade génétique de différenciation du pancréas endocrine

Dans le pancréas en développement, la moitié des cellules exprimant NEUROG3
expriment RFX6. De plus, dans le pancréas des souris mutantes pour Neurog3, I'expression
de Rfx6 est perdue. Ceci démontre que |'expression de Rfx6 est spécifique du lignage
pancréatique endocrine bien que ces résultats ne permettent pas de conclure sur le fait que
Rfx6 serait une cible directe de NEUROG3. Cependant, lI'observation d’un patron
d’expression de Rfx6 similaire a celui de Insm1 et de Neurodl deux génes cibles directs de
NEUROG3 (Huang et al., 2000 ; Mellitzer et al., 2006) suggére que Rfx6 pourrait étre une

cible directe de NEUROG3. Cette hypothese est également étayée par la présence de site
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consensus « E box », site de fixation des protéines a « bHLH » tel que NEUROG3, dans la
séquence du promoteur de Rfx6.

Par ailleurs, I'expression de Rfx6 est maintenue dans les souris mutantes pour Arx ou
Pax4, deux genes impliqués respectivement dans la différenciation des cellules a et B
(Collombat et al., 2003 ; Sosa-Pineda et al., 1997) et pour NeuroD1, qui est nécessaire a la
différenciation de I'ensemble des lignages insulaires (Naya et al., 1997). Ces résultats
suggerent que I'expression de Rfx6 est indépendante de celle de Arx, Pax4 et de NeuroD1, et
gue comme Insm1, Rfx6 intervient soit en amont d’Arx, Pax4 et NeuroD1, soit en parallele a

ces trois génes chez la souris.

3. La famille des génes Rfx dans la différenciation endocrine

Récemment, un autre géne de la famille Rfx, Rfx3, a été impliqué dans la
différenciation du pancréas endocrine. En effet, Ait Lounis et al. ont montré que la perte de
fonction de Rfx3 induit une réduction de la différenciation des cellules o, [} et €, et une
augmentation de la différenciation des cellules PP (Ait-Lounis et al., 2007). Suite a ce défaut
du développement pancréatique, les souris Rfx3 mutantes développent une intolérance au
glucose. A E15,5, nous avons montré que RFX3 et RFX6 sont coexprimés dans les cellules
pancréatiques endocrines en développement. Or, les protéines de la famille RFX sont
connues pour former des homo- ou hétéro-diméres (Morotomi-Yano et al., 2002). Ces deux
facteurs de transcription de la famille RFX pourraient donc se dimériser dans les
progéniteurs pancréatiques endocrines en différenciation, formant ainsi un complexe qui
pourrait étre requis pour la différenciation des cellules pancréatiques endocrines. Par
ailleurs, notre analyse transcriptomique montre que, bien que I'expression de Rfx3 soit
faiblement enrichie dans les progéniteurs pancréatiques endocrines (3,03 fois contre 21,14
fois pour Rfx6), son expression n’est pas perdue chez le mutant Neurog3. Ces résultats
suggerent donc que seule I'expression de RFX6 est spécifique du lignage pancréatique
endocrine.

Par ailleurs, les travaux de Aughsteen ont montré que les ilots de Langerhans
présentent a leur surface des cils primaires (Aughsteen, 2001). Toutefois, la perte de
fonction de Kif3a, un gene impliqué dans la formation des cils, dans les progéniteurs

pancréatiques n’induit aucun probleme pendant le développement du pancréas endocrine,
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aucune malformation des flots de Langerhans, ni aucune anomalie dans la réponse au
glucose chez la souris K/f3a'/' adulte (Cano et al., 2006). Les travaux de Ait Lounis et al. ont
eux montré que la perte de fonction de Rfx3 induit une malformation des cils sur les cellules
pancréatiques endocrines chez les nouveaux nés, ainsi qu’'une malformation des flots de
Langerhans. Ces résultats suggéraient donc que la malformation des cils pouvait étre a
I'origine de la différenciation incorrecte des cellules pancréatiques endocrines (Ait-Lounis et
al., 2007). Nos analyses suggerent elles que les cils ne sont pas présents sur les cellules
pancréatiques a E15,5. Ces résultats suggérent donc que le phénotype embryonnaire
observé chez les mutants Rfx3 ne serait pas lié a une malformation des cils au cours du
développement pancréatique. Toutefois, des cils seraient présents dans le pancréas a E15,5
(Durand et al., non publié). L'ensemble de ces résultats suggeére donc que le phénotype
pancréatique observé chez les mutants Rfx3 ne serait pas lié a la malformation des cils
puisque |'absence des cils d’apres Cano et al. n’induit pas de phénotype pancréatique
endocrine. La malformation des flots de Langerhans chez le mutant Rfx3 pourrait alors
s’expliquer par la perte d’un hétérodimére putatif RFX3-RFX6, qui pourrait étre nécessaire a

la différenciation du pancréas endocrine.

4. La fonction de Rfx6 dans le pancréas adulte

Chez la souris adulte, RFX6 est exprimé dans les cellules sécrétant l'insuline, le
glucagon, la somatostatine et le polypeptide pancréatique. Mais alors qu’au stade
embryonnaire I'expression de Rfx6 est induite par NEUROG3, comment I'expression de RFX6
est elle maintenue ? En effet, bien que I'expression de NEUROG3 soit observée dans les flots
de Langerhans, son expression est trés faible par rapport a son expression au cours du
développement embryonnaire (Wang et al., 2009b). A ce stade, RFX6 pourrait autoréguler
son expression, ou un autre facteur de transcription tel que PDX1 pourrait contréler son
expression. La totalité des cellules RFX6 semble également ciliée. Ainsi dans les flots de
Langerhans, RFX6 pourrait étre impliqué dans la régulation de la formation des cils, comme
RFX3 (Ait-Lounis et al., 2007). Toutefois, depuis les travaux de Cano et al. montrant que les
cils ne sont pas requis dans ’lhoméostasie du glucose sanguin (Cano et al., 2006), la fonction

des cils sur les cellules pancréatiques endocrines reste a déterminer.
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5. La fonction de Rfx6 dans la différenciation de l'intestin

En plus de son expression dans I'endoderme intestinal primitif et dans les cellules
pancréatiques endocrines, RFX6 est également exprimé dans I'épithélium gastrique et
intestinal en différenciation. A partir de E13,5, I'expression de RFX6 commence a se
restreindre dans I"épithélium intestinal dans la région adjacente de I'estomac. Puis, a 15,5,
I'expression de RFX6 est restreinte a quelques cellules épithéliales intestinales et, est
similaire a celle de NEUROG3 (Jenny et al., 2002). Comme dans le pancréas a E15,5,
I’expression de Rfx6 est perdue chez le mutant Neurog3 dans l'intestin a E15,5. Jenny et al.
ont montré que chez le mutant Neurog3 la différenciation endocrine intestinale est perdue.
Ainsi, la perte d’expression de Rfx6 dans l'intestin chez le mutant Neurog3 suggére que Rfx6

pourrait étre impliqué dans la différenciation des cellules endocrines intestinales.

6. La fonction de Rfx6 dans la différenciation pancréatique du poisson zébre

En collaboration avec I'équipe du Dr Marianne Voz, nous avons utilisé le modele du
poisson du zébre pour déterminer la fonction de Rfx6. L'ensemble de I'analyse de la perte de
fonction de Rfx6 est présenté dans l'article accepté dans Development (cf annexe).
L'orthologue zRfx6, mais pas zRfx3 (non montré, cf annexe), est exprimé dans le lignage
pancréatique endocrine. L'injection de deux morpholinos distincts montre que zRFX6 est
nécessaire a la différenciation correcte du pancréas endocrine chez le poisson zebre. En
effet, la plupart des cellules sécrétant le glucagon ou la ghréline sont perdues, et la
différenciation des cellules sécrétant la somatostatine est fortement réduite. En revanche, la
différenciation des cellules sécrétant I'insuline n’est que partiellement réduite par la perte
de fonction de zRfx6. Cet impact réduit sur la différenciation des cellules 3 pourrait étre da
au fait que la différenciation des cellules 3 commence deés 15 hpf (Biemar et al., 2001) alors
que I'expression de Rfx6 chez le poisson zebre n’est pas détectée avant 17 hpf (16 somites).
De méme, la différenciation des cellules a somatostatine commencant a 17 hpf (Biemar et
al., 20011) peut expliquer I'impact modéré de la perte de fonction de zRFX6 sur la
différenciation des cellules 8. Par ailleurs, la perte de fonction de zRFX6 induit une

accumulation des progéniteurs pancréatiques endocrines exprimant zSox4b (Mavropoulos et
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al., 20055). Ces résultats suggérent que zRFX6 serait nécessaire a la différenciation des

progéniteurs endocrines en cellules a et € chez le poison zebre.

7. Implication de RFX6 dans la thérapie cellulaire pancréatique

Les patients atteints de diabete de type 1 peuvent avoir recours a des greffes de
pancréas ou d’illots de Langerhans au cours de I’évolution de la maladie. Toutefois, le
nombre de greffons pancréatiques ne permet pas de subvenir aux besoins. Afin de palier a
ce manque, la thérapie cellulaire par différenciation de cellule souche en cellule insuline est
aujourd’hui étudiée. D’amour et al ont ainsi obtenu par différenciation de cellules souches
des cellules sécrétant I'insuline (Fig. 33 ; D'Amour et al., 2006). Toutefois, dans ces cellules,
la proinsuline n’est pas correctement métabolisée et la sécrétion du C-peptide apres
stimulation par le glucose est tres faible par rapport a des cellules 3 humaines. Ces résultats
suggeérent donc que les cellules B formées par les expériences de D’Amour et al. sont
immatures. Récemment, ces cellules ayant atteint le stade 4 du protocole de différenciation
(Fig. 33) ont été greffées chez des souris dans lesquelles les cellules B avaient été détruites
par un traitement a la streptozotocine. Il a ainsi été mis en évidence que les cellules greffées
en cours de différenciation se différencient en cellules B matures, pouvant réguler leur
sécrétion d’insuline afin de maintenir le taux de glucose a un niveau physiologique (Kroon et
al., 2008). Ces travaux suggérent donc que la différenciation terminale correcte de ces

cellules requiert leur implantation dans des conditions physiologiques.
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Etape 1 Etape 2 Etape 3 Etape 4 Etape 5
b itesting E ”Odeéat_ ™, | cellue endocine
Endoderme définitif u '_ % ! "Forgut™ postérieur pam,r ‘que exprimart les
primitif précursseur |
endocrinien
Activine + Wnt Activine FGF10+ CYC | AR+ FGF10+ CYC| *=DAPT, Ex4 |+Ex4; IGFL; HGH
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1-2 jours | 1-2 jours ,  2-4jours 2-4 jours . 2-3jours 3 +jours
I T 1 1 1 1 ~
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ECAD NCAD CXCR4 RFX6 NKX2.2 GHRL
RFX6 RFX6

Figure 33: Schéma des procédures de différenciation des cellules souches en cellules pancréatiques
endocrines et expression protéique au cours de la différenciation pancréatique. Le protocole de
différenciation des cellules souches en cellules pancréatiques endocrines est divisé en cing étapes. Dans un
premier temps, sous le contrdle des facteurs régulant les voies du TGFf} et Wnt, les cellules souches vont se
différencier en endoderme, exprimant SOX17, CERBERUS ou FOXAA4. Ces cellules vont ensuite se différencier en
cellules caractéristiques du tube intestinal primitif et du « Forgut » postérieur, en présence de FGF10 et
cyclopamine (un inhibiteur de la signalisation Hedgehog), puis de FGF10, cyclopamine et d’acide rétinoique.
L'inactivation de Notch par le DAPT et I'ajout d’exendin-4 vont conduire ensuite ces cellules a se différencier en
cellules exprimant NEUR OG3, PAX4, NKX2.2, facteurs de transcription caractéristiques des progéniteurs
pancréatiques endocriniens ou des cellules endocrines en différenciation. Finalement, suite a 'ajout IGF1 et de
HGF, ces cellules se différencieront en cellules sécrétant I'insuline, le glucagon, la somatostatine ou la ghréline.
De par son expression au cours du développement embryonnaire chez la souris, RFX6 pourrait étre utilisé
comme un nouveau marqueur afin de vérifier la différenciation correcte des cellules souches en cellules
sécrétant I'insuline. RFX6 pourrait ainsi étre utilisé comme marqueur précoce deés le stade « forgut » postérieur
afin de vérifier 'engagement correct de la différenciation des cellules souches. Le maintien de I'expression de
RFX6 au cours de la différenciation des cellules pourrait également étre utilisé comme marqueur a des stades
plus tardifs tel que celui des « cellules endocrines exprimant les hormones ». AR : Acide Rétinoique,
CYC: Cyclopamine, DAPT : inhibiteur de la y-sécrétase, Ex4 : Exendin-4, HGF : Hepatic Growth Factor,
IGF1 : nsulin Growth Factor 1 (Adaptée de D’Amour et al., 2006)

On peut également noter qu’alors que de nombreux marqueurs sont connus pour les
phases précoces de différenciation des cellules souches tels que SOX17 ou Cerberus pour la
différenciation en endoderme, ou PDX1 et HLXB9 pour I'engagement dans la différenciation
pancréatique (Fig. 33), peu de marqueurs sont connus pour les étapes de maturation des
cellules endocrines a I'exception des hormones elles-mémes. Au vu de I'expression précoce
de RFX6 dans I'endoderme qui formera I'épithélium pancréatique, RFX6 pourrait étre utilisé
comme marqueur pour vérifier que les cellules souches s’engagent dans une différenciation
correcte en endoderme pancréatique. RFX6 est également réexprimé dans les cellules
pancréatiques endocrines en différenciation, puis est maintenue dans les flots de
Langerhans. De par cette expression et puisque que les facteurs de transcription tels que
NKX2.2 ne permettent pas de caractériser précisément I'état de différenciation des cellules

endocrines, RFX6 pourrait étre utilisé comme marqueur d’une différenciation normale des
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cellules souches en cellules endocrines, ainsi que comme marqueur des cellules endocrines
matures, afin d’améliorer la caractérisation de ces cellules. Par ailleurs, le protocole de
différenciation in vitro des cellules souches en cellules sécrétant I'insuline ne permet pas de
former des cellules 3 matures (D'Amour et al., 2006). Ces résultats pourraient suggérer que
d’autres facteurs que I'lGF1 et le HGF pourraient étre nécessaires a la différenciation
terminale des cellules sécrétant l'insuline. La caractérisation des genes et des voies de
signalisation induits par RFX6 lors de la différenciation et la maturation des cellules
pourrait permettre de définir de nouvelles molécules nécessaires a la différenciation des
cellules B matures. En outre, le taux de cellules a insuline formé par le protocole de D’Amour
est inférieur a 10% (D'Amour et al., 2006). La caractérisation des genes induits par RFX6 dans
les cellules B des flots de Langerhans pourrait ainsi permettre de définir de nouveaux
marqueurs de surfaces afin de purifier les cellules B matures dans I'objectif d’'une greffe de

ces cellules.

D) Conclusion générale et perspectives

Mon doctorat a eu pour objectif d’identifier de nouveaux genes cibles de NEUROG3
impliqués dans la différenciation du pancréas endocrine. Pour cela, au cours de mon
doctorat, j’ai caractérisé le transcriptome induit par NEUROG3 au cours de la différenciation
pancréatique, a E12,5, stade auquel les progéniteurs pancréatiques endocrines ont la
compétence de se différencier en cellules a et B (Johansson et al., 2007). Cette étude a
permis d’établir une liste de 56 génes potentiellement impliqués dans la différenciation du
pancréas endocrine sous le contréle de NEUROG3. J'ai ainsi poursuivi mon doctorat par
I’étude de deux genes de cette liste dont la séquence et la fonction étaient inconnues au

début de cette étude : le gene RIKEN cDNA 1700086119 et le géne Rfx6.

L'étude du gene RIKEN cDNA 1700086L19 a montré que le géne Riken L19 est
spécifiguement exprimé dans le lignage endocrine au cours du développement pancréatique
endocrine. Son expression est également conservée dans les Tlots de Langerhans, et semble
restreinte aux cellules a, o et PP. Je n’ai toutefois pas pu caractériser de séquence codante

pour la protéine RIKEN L19 au cours de mon doctorat. En effet, alors que le dernier exon
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putatif de la séquence nucléique de Riken L19 contenait la séquence codant pour un
domaine conservé SERTA, aucune séquence protéique contenant ce domaine SERTA ou un
autre domaine conservé n’a pu étre déterminée. Toutefois, une séquence a été caractérisée
chez le macaque (XP_001096508), le gorille (XP_001153624) et le cheval (XP_001493324), et
permet théoriquement la formation d’une protéine contenant un domaine SERTA. En
comparant les séquences nucléiques du domaine SERTA chez la souris, on observe une
homologie de 96 % entre la souris, le gorille et le macaque et de 94 % entre la souris et le
cheval (Fig. 34). Ainsi, en comparant les séquences nucléiques de Riken L19 du gorille, du
macaque et du cheval avec la séquence génomique murine, une nouvelle séquence murine
de Riken L19 pourrait étre caractérisée permettant la synthése d’une protéine contenant le
domaine SERTA. La caractérisation de cette séquence pourrait permettre de définir sa
fonction par I'élaboration d’une stratégie de perte de fonction telle que le développement
d’une souris mutante pour Riken L19 ou de gain de fonction. Le développement d’un
anticorps sera également nécessaire pour déterminer précisément dans quels types
cellulaires RIKEN L19 est exprimé au cours du développement du pancréas endocrine et dans

les flots de Langerhans.

Mus musculus CTTTCcCT TTTCTT
Pan troglodytes CTTTCTCT TTTCTT
Macaca mulatta CTTTCTCT TTTCTT
Equus caballus CTTTCTCT TTTCTT

Mus musculus

Pan troglodytes
Macaca mulatta
Equus caballus TTTGCTGC

Mus musculus

Pan troglodytes
Macaca mulatta
Equus caballus

Figure 34 : Alignement des séquences nucléiques correspondant au domaine SERTA de Riken L19 chez la
souris, le gorille, le macaque et le cheval. La séquence murine du domaine SERTA présente une homologie de
96 % avec le gorille et le macaque, et de 94 % avec le cheval.
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L’étude du gene Rfx6, dont le patron d’expression et la fonction n’étaient pas connus
avant cette étude a montré que son expression évolue au cours du développement
embryonnaire. Dans un premier temps, RFX6 est exprimé dans I'endoderme intestinal
primitif. Puis, son expression va se restreindre aux lignages pancréatiques endocrines et
intestinaux en différenciation. Chez I'adulte, son expression est maintenue dans les ilots de
Langerhans. Bien que I'étude de sa fonction n’ait pu étre adressée chez la souris par une
approche de culture organotypique, la perte de fonction de Rfx6 chez le poisson zébre a
montré que Rfx6 est nécessaire a la différenciation du lignage pancréatique endocrine. Il
sera donc intéressant de définir si la fonction caractérisée chez le poisson zebre est
conservée chez les mammiferes.

Pour cela, la réalisation d’une souris mutante conditionnelle pour Rfx6 est en cours,
dans laquelle deux séquences LoxP seront placées de part et d’autre de I’exon trois, principal
contributeur du domaine de liaison a 'ADN RFX. Le croisement d’une telle souris avec
différentes souris transgéniques exprimant la Cre sous le contréle de différents promoteurs
nous permettra d’étudier les différentes fonctions de Rfx6 au cours du développement

LoxP/LoxP .
oxP/LoxP avec une souris Pdx1-Cre

pancréatique et intestinal. Le croisement de la souris Rfx6
nous permettra d’étudier la fonction précoce de RFX6. En effet, la souris Pdx1-Cre permet
une expression de la Cre dans les bourgeons pancréatiques (Gannon et al., 2000). En croisant

la souris Rfx6-/toxP

avec une souris HesX1—Cre permettant une expression de la Cre dans
I’endoderme intestinal primitif antérieur, nous pourrons observer la fonction de RFX6 dans
I'endoderme intestinal primitif qui formera le pancréas (Andoniadou et al., 2007). Cette
souris Rfx6""1" . HesX1-Cre devrait nous permettre d’étudier si 'expression de RFX6 est
nécessaire a la perte de I'expression de shh dans les bourgeons pancréatiques. En effet, il a
été montré que la perte d’expression de Shh est nécessaire a |'engagement de la
différenciation pancréatique du bourgeon dorsal (Hebrok et al., 1998). La famille des génes
Hnf a également été impliquée dans la différenciation pancréatique. Dans cette famille, les
genes Hnf1[ (Tcf2 ; Haumaitre et al., 2005), Hnf3/ (Foxa2 ; Weinstein et al., 1994 ; Ang et al.,
1994)et Hnf6 (Oc-1; Rausa et al., 1997) sont exprimés tot au cours de la différenciation
pancréatique. Tcf2 et Foxa2 ont notamment été caractérisés comme étant exprimés dans

I’endoderme intestinal primitif. La perte de fonction pour Tcf2 a en outre montré que

I’expression de Tcf2 est nécessaire au développement pancréatique précoce (Haumaitre et
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al., 2005). Il serait donc intéressant de déterminer si Rfx6 est régulé ou régule I'expression
de ces genes au cours du développement précoce du pancréas.

L'utilisation du mutant conditionnel pour Rfx6 nous permettra également d’étudier la
fonction de RFX6 au cours de la différenciation des cellules endocrines. Ceci pourra étre

T . . LoxP/LoxP
réalisé en croisant la souris Rfx6->"/

avec une souris Neurog3-Cre, exprimant la Cre dans
les progéniteurs pancréatiques endocrines multipotents (Gu et al.,, 2002). Cette souris
fo6L°XP/L°XP; Neurog3-Cre pourrait en outre nous permettre de déterminer la place de Rfx6
par rapport a Insm1 dans la cascade génétique de différenciation des cellules pancréatiques
endocrines en étudiant I'expression de Insm1 dans les progéniteurs endocrines n’exprimant
plus RFX6. Cette souris nous permettra également d’étudier I'impact de la perte de fonction
de Rfx6 sur les ilots de Langerhans au cours du développement pancréatique. La souris
mutante pour Rfx6 nous permettra également de déterminer spécifiqguement quelle est la
fonction de RFX6 chez I'adulte dans les flots de Langerhans, et si RFX6 est impliqué dans

I"lhoméostasie du glucose sanguin. Pour cela, la souris fo6L°"P/L°XP

pourra étre croisée avec
une souris exprimant une forme inductible de la Cre sous le contréle du promoteur de Pdx1,
permettant d’étudier la fonction de RFX6 dans I'ensemble des ilots de Langerhans (Herrera
et al., 2000). Le mutant conditionnel de Rfx6 pourra également étre croisé avec une souris
exprimant la Cre sous le contréle du promoteur de I'insuline afin d’étudier spécifiquement le
réle de RFX6 dans les cellules 3 des flots de Langerhans (Herrera, 2000).

Une caractérisation plus précise de l'expression et de la fonction de RFX6 dans
I’estomac et lintestin sera également nécessaire pour y déterminer si RFX6 est impliqué
dans la différenciation de I'’ensemble des sous types endocriniens gastriques et intestinaux
comme le suggére la perte d’expression de Rfx6 dans l'intestin des mutants Neurog3. Car
bien que I'expression de Neurog3 soit requise pour la différenciation de I'ensemble des
cellules endocrines intestinales, seule une partie des cellules endocrines gastriques se
différencie sous le contréle de NEUROG3 (Jenny et al., 2002). Pour cela, la génération d’'une
souris exprimant la Cre sous le contréle du promoteur de RFX6 sera nécessaire afin de

LoxP/LoxP

permettre des expériences de tracage cellulaire. Par ailleurs, la souris Rfx6 pourrait

également étre utilisée pour étudier la fonction de RFX6 dans I'épithélium intestinal. Pour

toxP/loxP ourra étre croisée avec une souris exprimant la Cre sous le

cela, la souris Rfx6
contréle du promoteur de la villin, permettant d’exprimer la Cre dans I’épithélium intestinal

(El marjou et al., 2000).
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Au-dela de ces études fonctionnelles, il sera également intéressant de définir comment
RFX6 agit sur ces genes cibles. Pour cela, la caractérisation des partenaires protéiques de
RFX6 sera requise. En effet, les protéines de la famille RFX sont caractérisées pour agir en
homo- ou hétéro-dimere (Katan-Khaykovich et al., 1998). Il sera ainsi intéressant de
déterminer par co-immunoprécipitation I'éventuelle interaction dans le pancréas entre RFX6
et RFX3, ainsi qu’avec d’autres membres de la famille RFX (Ait-Lounis et al., 2007). La
caractérisation des génes cibles de RFX6 nous permettra en outre de déterminer les
cascades génétiques induites par RFX6 au cours de la différenciation du pancréas endocrine.
Nous pourrons également déterminer si RFX6 est impliqué dans I'expression des génes
régulant la formation de cils sur les cellules pancréatiques endocrines. Pour cela, nous
pourrons nous baser sur la comparaison des transcriptomes des souris précédemment

décrites.

Finalement, au-dela de I'étude de ces deux genes, la caractérisation des autres génes
mis en évidence dans cette étude transcriptomique, permettra de mieux définir les cascades
génétiques nécessaires au développement des cellules pancréatiques endocrines et a la
purification de cellules B issues de la différenciation des cellules souches. On peut
notamment citer le gene expressed sequence AI987662 ( ou Hepacam 2) qui aprés analyse
bioinformatique a été caractérisé comme pouvant étre une protéine membranaire
contenant un domaine immunoglobuline. L’expression de ce gene est induite 6 fois chez les
souris Neurog3'/'; Pdx1-Neurog3ER™ injectées avec le 4-hydroxytamoxiféne, enrichi plus de
29 fois dans les progéniteurs pancréatiques endocrines et perdue chez les souris Neurog3'/'.
Ce gene pourrait ainsi étre utilisé comme marqueur des cellules 3 issues de la différenciation
des cellules souches afin de les purifier.

Par ailleurs, afin de définir comment est régulée |'expression de ces genes et si
NEUROGS3 régule directement ces genes, il serait intéressant de définir si ces génes sont des
cibles directes de NEUROG3. Pour cela, face a I'absence d’anticorps contre NEUROG3
fonctionnant en chromatine immunoprécipitation, il pourrait étre intéressant d’utiliser la
technique utilisée par Mellitzer et al. qui avait permis de montrer que Insm1 est une cible

directe de NEUROG3 (Mellitzer et al., 2006).
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Une étude détaillée du promoteur de RfX6 pourrait également nous permettre de
caractériser les facteurs de transcription nécessaires a la régulation de son expression au

cours du développement embryonnaire et dans les ilots de Langerhans.

En conclusion, ce travail a conduit a la caractérisation du répertoire des génes activés
en aval de NEUROGS3 lors de la différenciation du pancréas endocrine. Parmi ce répertoire,
nous avons montré que RFX6, un facteur de transcription de la famille RFX, dont la fonction
n’était pas connue avant cette étude, requiert NEUROG3 pour son expression pancréatique ;
et chez le poisson zebre, zRFX6 est nécessaire a la différenciation normale des cellules
pancréatique endocrines. Par ailleurs, aujourd’hui, bien que la formation de cellules
sécrétant 'insuline a partir de cellules souches soit possible in vitro, ces cellules ne peuvent
réguler leur sécrétion en fonction du taux de glucose (D'Amour et al.,, 2006). La
caractérisation des cascades génétiques induites par NEUROG3, ainsi que par ces genes
cibles tel que RFX6 devraient nous permettre de préciser les génes et les voies de

signalisation impliqués dans la différenciation et la maturation des cellules 3.
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A) Matériel biologique

1. Les lignées murines

La lignée de souris transgénique Pdx1-Neurog3ER™-IRES-EGFP nous a été donnée par
le Dr Anne Grapin-Botton (EPFL, Lausanne; Johansson et al., 2007). La lignée de souris

Neurod1*¢

nous a été donnée par le Drlacqueline E. Lee (Université du
Colorado, Boulder ; Naya et al., 1997). La lignée de souris Neurog3+/' (Gradwohl et al., 2000)a
été établie a 'lGBMC. Ces lignées sont entretenues par croisement avec des souris CD1. Les
souris CD1 constituent également la source de tissus sauvages. Les souris gestantes sont
sacrifiées par dislocation cervicale. L'utérus de la mére est prélevé puis les embryons extraits
et disséqués dans du PBS 1X froid. Pour déterminer le stade embryonnaire, les souris sont

mises en croisement et le matin du bouchon vaginal est désigné comme le stade

embryonnaire EO,5.

Les marquages réalisés sur les tissus Arx”” ou Pax4”" ont été faits sur des tractus
digestifs embryonnaires fixés et congelés par I'équipe de Ahmed Mansouri (Max-Planck
Institute, Gottingen; Collombat et al., 2003 ; Collombat et al., 2003; Sosa-Pineda et al.,
1997).

2. Les lignées cellulaires
2.A. culture de la lignée HEK293t

Ces cellules ont été établies a partir de cellules rénales embryonnaires humaines,
exprimant I’antigéne SV40 T. Ces cellules sont cultivées a 37°C, 5% CO, dans le milieu
suivant : DMEM, sérum de veau foetal 10%, gentamycine 0,04 mg/ml. Elles sont passées au

trente cinquiéme une fois par semaine et le milieu est changé tous les trois jours.

2.B. culture de la lignée BTC3

Ces cellules ont été établies a partir d’insulinome pancréatique murin (Efrat et al.,,

1988). Ces cellules sont cultivées a 37°C, 5% CO, dans du milieu : DMEM, sérum de veau
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foetal 10%, pénicilline-streptomycine 1%. Elles sont passées au quart une fois par semaine et

le milieu est changé tous les trois jours.

B) Culture organotypique

1. Dissection et culture des épithélia pancréatiques

Les tractus digestifs sont disséqués au stade E11,5 dans du HBSS. Apres une incubation
des tractus dans du RPMI additionné de Pénicilline-Streptomycine 1 % et de collagénase
(0,5 mg/ml) pendant cing minutes a 37°C, 5 % CO,, les épithélia pancréatiques dorsaux sont
ensuite isolés par dissociation mécanique du mésenchyme. lls sont mis en culture dans des
boites quatre puits plastique de 2,4 cm? (NUNC, Nuncleon™A) sur une membrane FHLC 0,45
um (Millipore). Chaque puits contient 600 pul de milieu de culture DMEM/HAM-F12 avec une
concentration finale de glucose a 3,15g/l additionné de 10 % de sérum de veau feoetal
inactivé a la chaleur, de gentamycine 0,04 mg/ml. Les épithélia pancréatiques sont cultivés,
regroupés jusqu’a 9 par puits, et placés dans un incubateur a 37°C, 5 % CO,. Le milieu de

culture est renouvelé tous les trois jours.

2. Infection des épithélia

Avant l'infection, un milieu de « pré-incubation » contenant 20 pug/ml de dextran DEAE
et x ul de virus (350 ng de P24 (Protéine de la capside) de lentivirus par épithélium) dilué
dans 45 pl de milieu de culture d’épithélia pancréatiques est incubé quinze minutes dans un
incubateur a 37°C, 5 % CO,.

Dans un couvercle de plaque 96 puits, ce milieu de « pré-incubation » est ensuite
déposé sur les épithélia pancréatiques disposés dans une goutte de y ul de HBSS, afin de
former une goutte finale de 90 pl. Cette goutte « épithélia-virus » est incubée pendant deux
heures dans un incubateur a 37°C, 5 % CO,. Les épithélia infectés sont ensuite mis en culture

comme décrit précédemment (cf § B1).
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C) Techniques d’histologie

Les tissus sont fixés dans une solution de PBS 1X contenant 4 % de paraformaldéhyde
(PFA) a 4°C sous agitation pour les embryons et les tractus et, sur glace pour les épithélia.
Apres trois ringages au PBS 1X de 5 min, les organes ou embryons sont incubés dans du
sucrose 20% a 4°C sous agitation ou sur glace pour les épithélia, puis inclus dans du milieu de
cryopréservation, le Tissu-Tek (Sakura) aprés avoir éliminé un maximum de sucrose. Les
différents temps d’incubation dans la PFA et le sucrose en fonction de I’échantillon sont
indiqués a la table 2. Les échantillons sont orientés dans les moules et mis a figer dans de la
carboglace avant d'étre stockés a -80°C. Les échantillons sont ensuite coupés a une épaisseur

de 6 ou 10 um puis recueillies sur des lames superfrost-plus (Kindler Gmbh & Co).

Tissu ou Stadede  |Temps d'incubation dans | Temps d'incubation
développement la paraformaldéhyde 4% |dans le sucrose
Epithélium pancréatique | 10 minutes 15 minutes
E8,5 (8S) 1 heure 13 2 heures
5 ES,5 13 2 heures 2 a 4 heures
_é‘ E10,5 134 2 heures 2 a 4 heures
o |E12,5 2 a 4 heures 2 a 4 heures
E15,5 1 jour 1 jour
E18,5 1 jour 1 jour
Adulte (organe) 1jour 1jour

Table 2 : Temps d’incubations pour I'inclusion des tissus.
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D) Techniques d’immuno-histochimie

Apres décongélation, les lames portant les sections de tissus sont rincées dans du

PBS 1X.

1. Démasquage

Pour les expériences d’'immuno-histochimie nécessitant un démasquage (pour les
anticorps de lapin ou de rat anti-RFX3 et anti-RFX6), les lames sont immergées dans 200 ml
de tampon citrate 10 mM pH 6 puis incubés dans un four a micro-ondes a 650 Watts
pendant 4 minutes, puis 160 Watts pendant 15 minutes sous atmosphéere humide. Les lames
sont ensuite laissées a refroidir a température ambiante pendant au moins 30 minutes, puis

rincées 3 fois 5 minutes dans du PBS 1X.

2. Blocage des sites aspécifiques et incubation de I’anticorps primaire

Les sites aspécifiques sont bloqués en présence d’une solution de PBST (PBS 1X,
Triton X100 0,1%) contenant 5 % de sérum de chévre (inactivé a la chaleur) pendant 1h a
température ambiante. Apres 3 lavages de 5 min au PBST pour éliminer I'exceés d’anticorps
non fixé, les sections sont incubées avec |'anticorps primaire comme décrit ci-dessous.

L’ensemble des anticorps utilisés sont décrits a la table 3.

3. Anticorps secondaires et révélation
3.A. Immuno-histochimie a la peroxydase

Les coupes sont incubées en présence de |'anticorps secondaire biotinylé, dilué dans du
PBST, pendant 1h a température ambiante. Aprés 3 lavages dans du PBST, les peroxydases
endogénes sont inactivées pendant 30 min dans de I'’eau oxygénée 0,5 % (diluée dans du
méthanol) a température ambiante. Aprés 3 lavages dans du PBST, le complexe AB
(avidine-biotine, ABC kit Elite Vectastain) est appliqgué aux lames durant 1h a température
ambiante. La révélation est faite apres 3 lavages de 5 min dans du PBST, en déposant la

solution contenant le chromogéene DAB (3,3'-diamino-benzidine-tetra-hydrochloride ; DAB
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0,3 mg/ml, H,0, 0,03 %) dans du PBS 1X. Aprés 3 a 10 min de révélation en fonction du
développement du signal, la réaction est stoppée par 2 brefs passages dans de |'eau. Les

coupes sont séchées et montées avec de I'Eukitt (Labonord).

Anticorps Primaires Production Dilution |Origine

Anti-NEUROG3 Cochond'Inde |1/1000 |M Sander (U. C. Invine)

Anti-PDX1 Lapin 1/1000 |C. Wright (Vanderbilt University)
Anti-PDX1 Cochond'Inde |1/1000 |BCBC

Anti-PTFl1a Lapin 1/1000 | B. Breant (Hopital Robert Debré, Paris)
Anti-RFX3 Lapin 1/100 | W. Reith (Université de Geneve)
Anti-RFX6 Lapin 1/500 G. Gradwohl (IGBNVL, Illkirch)
Anti-RFX6 Rat 1/200 |G. Gradwohl (IGBVC, lllkirch)
Anti-insuline Cochon dInde |1/1000 |Linco

Anti-glucagon Cochon d'Inde |1/2000 |Linco

Anti-polypeptide pancréatique |Cochon d'Inde |1/1000 |Linco

Anti-somatostatine Lapin 1/200 Dako

Anti-Ki67 Souris 1/100 Novo Castra

Anti-GFP Lapin 1/500 Molecular Probes

Anticorps Secondaires Production Dilution | Origine

Anti-lg de Lapin-Alexa 488 Chéwvre 1/1000 |Molecular Probes

Anti-lg de cochon d'Inde-Cy3 | Chévre 1/1000 |Jackson ImmunoResearch laboratories
Anti-lg de lapin-Cy3 Chéwre 1/1000 |Jackson ImmunoResearch laboratories
Anti-lg de souris-Cy3 Chévre 1/1000 |Jackson ImnmunoResearch laboratories
Anti-Ig de lapin bictinylé Chevre 1/200 |Vector Laboratories

Anti-lg de rat bictinylé Chewre 1/200 |Vector Laboratories

Table 3 : Anticorps primaires et secondaires.

3.B. Immunofluorescence

L'anticorps secondaire, porteur du fluorochrome est dilué dans du PBST, et incubé 1h a
température ambiante sur les lames. Cette étape et toutes les suivantes se font a I'abri de la
lumiere. L'ensemble des anticorps utilisés sont décrits a la table 3. Pour I'anticorps de lapin
anti-RFX3 et I'anticorps de rat anti-RFX6, le signal est amplifié en révélant avec un anticorps

couplé a la biotine dirigé contre les immunoglobulines de lapin ou de rat, puis avec un
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conjugué Streptavidin-Alexa 488 (1:500, Moleculer Probes). Aprés trois lavages de 5 min au
PBST, les noyaux sont marqués 5 min a température ambiante avec du Dapi (Sigma), dilué au
1/50000 © dans du PBS 1X. Aprés 2 lavages dans du PBS 1X, les lames sont montées avec une

solution d’Aqua Polymount (Polyscience).

4. Acquisition des images

Les images ont été prises avec un microscope a fluorescence Leica DMIRE avec un filtre
GFP, Cy3 ou Dapi, grace a une caméra CoolSnap HQ et le logiciel MetaVue V 6.1r3, ou sur un
microscope DMIRE2 équipé d'une téte confocale Leica TCS SP2 AOBS, ou un microscope

Zeiss axiophot équipé de la caméra Olympus Colour View et du logiciel DP-Soft 5.0.

E) Analyse quantitative

1. Dans le pancréas embryonnaire

Pour déterminer le nombre de cellules o ou 3 par pancréas chez les embryons, des
coupes congelées sériées (séries de deux lames) de 6 um sont réalisées sur la totalité du
pancréas. Une analyse immuno-histochimique est ensuite réalisée pour chaque antigéne sur

des sections adjacentes et les cellules positives comptées.

2. Dans les épithélia pancréatiques embryonnaires apreés la culture

Pour déterminer le nombre de cellules GFP et sécrétant I'insuline ou le glucagon par
épithélium, des coupes congelées de 6 um sont réalisées sur la totalité de I'épithélium. Une
analyse immuno-histochimique est ensuite réalisée sur chaque section. Apres acquisition des
images, la surface de marquage pour chaque antigéne est déterminée avec le logiciel

Metamorph.
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F) Technique d'hybridation in situ

1. Synthése de la sonde ARN

La synthese de la sonde ARN est réalisée par transcription in vitro a partir de la matrice
d’ADNc : Neurog3 (Gradwohl et al., 2000); NeuroD1 (Gradwohl et al., 2000), Insm1
(Mellitzer et al., 2006), Rfx3 (transcrit d’'un fragment d’ADNc de 2.7 kb, Clone image
4483833, IRAV35-E2), Rfx6 (transcrit d’'un fragment d’ADNc de 0.9 kb, cloné a partir d’ARN
pancréatique a E13.5 avec les oligonucléotides 5 cggaattcgccacgtggagacatcctat et 3’
ggactagtaatctgggtttgcaagttgg) et RIKEN cDNA 1700086L19 (transcrit d’'un fragment d’ADNc
de 0.65 kb, cloné a partir d’ARN pancréatique a E13.5 avec les oligonucléotides 5’
CGGAATTCAGGCGCTTCAGAGAAGG et 3’ GGACTAGTACTGGGAACAGCACTCC).

La synthése de la sonde se fait dans un volume total de 20 ul a partir de 0,5 pug de
plasmide linéarisé en présence de tampon de transcription 1X, des 4 ribonucléotides (ATP,
CTP, GTP 1mM chacun; UTP 0,6mM), dUTP-dig 0,4mM (Boehringer), de RNasine 1 U/l
(Promega), de DTT 12,5mM (Boehringer) et de 2 U/ul de Sp6 ou T7 RNA Polymérase (NEB
BioLabs). La transcription se fait a 37°C durant 2h et est arrétée par ajout d'EDTA 20mM
final. La sonde est précipitée 30 min a -80°C, en présence de LiCl 0,4M et de 2 volumes
d’éthanol. Aprés une centrifugation de 15 min a 20800 g, le surnageant est éliminé et le
culot repris dans 22ul de H,0. 1pl est analysé sur gel d’agarose afin de déterminer la
concentration de la sonde. Une seconde précipitation est faite en ajoutant du LiCl 0,4 M et 2
volumes d’éthanol. Le culot est repris dans 20 pl d’eau DEPC et 180 ul de tampon
d'hybridation.

Tampon d’hybridation : tampon A 1X, formamide 50%, sulfate de dextran 10%, tRNA

1mg/ml, Denhardt’s 1X. Tampon A 10X: NaCl 1,95 M, Tris HClI 90mM, Tris Base 11mM,

Na,HPO4 2H,0 50 mM, NaH,P0O,50 mM EDTA 50 mM ; pH7,5. Solution de Denhardt’s 100X:

BSA 2 %, Ficoll 2 %, PVP 2 % (polyvinylpyrrolidone) stocké a -20°C.

2. Hybridation in situ

L'étape d'hybridation se fait en ajoutant la sonde, diluée au 1/100° dans du tampon

d'hybridation préchauffé a 65°C, et dénaturée 10 min a 70°C, sur les coupes de tissu.
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L’hybridation de la sonde fait pendant deux jours a 65 °C entre lame et lamelle dans une
boite saturée en 5X SSC / 50% formamide. Trois passages (1x15 min, 2x30 min) dans la
solution de lavage (1X SSC, 50% formamide, 0,1 % Tween) a 65°C permettent d’éliminer
I'excés de sonde non hybridée puis les coupes sont incubées 2x30 min dans du MABT 1X
(Acide Maléique 100 mM, NaCl 150 mM, Tween 0,1 %; pH 7,5) a température ambiante. Les
sites aspécifiques pour I'anticorps anti-dig sont bloqués par incubation dans une solution de
blocage a température ambiante (réactif de blocage 2 % (Boehringer), sérum de chévre
20 %, MABT 1X). L'anticorps anti-dig dilué dans cette méme solution (1/2500°, Roche
Diagnostics) est appliqué sur les lames; la réaction se fait pendant 12h a température
ambiante dans une chambre humide. On procede ensuite a 4 lavages de 20 min dans du
MABT a température ambiante puis 2 incubations dans du tampon de révélation de
phosphatase alcaline en absence de substrat (NaCl 100 mM, MgCl, 50 mM, Tris pH9,5 100
mM, Tween 20 0.1 %, levamisole 0,5 mg/ml;). La révélation se fait durant 1 a 7 jours en
fonction du développement du signal a I'obscurité, par une réaction colorée utilisant le bleu
de tétrazolium (NBT) 262,5 ug/ml et le 5-Bromo,4-Chloro,3-Indolylphosphate (BCIP)
175 pg/ml dilués dans le tampon de révélation. La révélation est arrétée par 2 passages
rapides dans de I'eau. Les coupes sont séchées et montées avec de I'Eukitt (Labonord).

Solution de SSC 20X : NaCl 3 M, citrate de sodium 0,3 M.

G) Technigues de biologie moléculaire

1. Génotypage

1.A Préparation de ’ADN génomique

Pour déterminer les génotypes, ’ADN génomique est préparé a partir d’'une biopsie de
gueue d’embryon ou de souris dgées de 2 semaines.

Les queues embryonnaires sont digérées par la protéinase K (100 pug/ml) dans 300 pl
de tampon de digestion (KCl 50 mM, Tris 10mM pH 8,3, MgCl, 2 mM, gélatine 0,1mg/ml,
Nonidet-P40 0,45 %, Tween 20 0,45 % ) pendant 12H a 55°C. Ce tampon sans SDS permet
d’analyser directement I'échantillon par PCR sans purifier 'ADN. Apres la digestion, la

protéinase K est inactivée par chauffage a 95°C durant 10 min.
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Les queues de souriceaux sont digérées par la protéinase K (100 pug/ml) dans 500 ul de
tampon de digestion (Tris 2700mM pH 8.5, NaC 200mM, EDTA |, 5mM, SDS 0.2%) pendant
12H a 55°C. Apres une centrifugation de 10 min a 20800 g, 500 ul d’isopropanol sont ajoutés
au surnageant. Apreés une centrifugation de 10 min a 20800 g et un lavage du culot dans

I’éthanol a 70%, I’ADN est repris dans 200 pl de tampon Tris-EDTA (10/1 ; pH=8).

1.B Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Pour les alleles Neurog3 sauvage et mutant, 2ul d’ADN génomique sont mélangés a
48 ul d’une solution contenant : les dNTP a 0.2 mM chacun, le tampon PCR 1X (10 mM Tris-
HCl pH 8,8, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCl et 0,1 % Triton X-100) chacun des 2 oligonucléotides a
0,5 UM, et ’ADN Polymérase DyNazyme'™ Il (FINNZYMES) & 0,02 U/pl. Pour le transgéne
Pdx1-Neurog3ER™ et pour les alléles Neurodl sauvage et mutant, 2 ul d’ADN génomique
sont mélangés a 12,5 ul d’'un tampon commercial (Red’y’Starmix, EUROGENTEC). Chacun des
2 oligonucléotides est ajouté a une concentration finale de 1uM et le volume réactionnel
complété a 25 ul par de I'H,0.

Les réactions de PCR sont réalisées selon les conditions indiquées dans la table 4. Les
analyses des produits de PCR se font par électrophorése sur un gel d’agarose 2 % contenant

1 ng/ml de Bromure d’Ethidium dans du tampon TAE.

Géne Oligonucléotide 5'/3’ Polymérase cycle

Ngn3 Ngn3 5 : TCTCGCCTCTTCTGGCTTTC DyNazymeTM 1 |94°C 3 min, (94°C 30 sec,
55°C 30 sec, 72°C 1 min)
35 cycles, 72°C 7 min.
Ngn3 Neo5 : GCAGCGCATCGCCTTCTATC DyNazymeTM I [94°C 3 min, (94°C 30 sec,
55°C 30 sec, 72°C 1 min)
38 cycles, 72°C 7 min.
Gfp Gfp 5 : CCTGAAGTTCATCTGCACCAC HotGoldStar 94°C 10 min, (94°C 1 min,

Gfp 3 : TIGTAGTTGTACTCCAGCTTGTGC 55°C 1 min, 72°C1min) 35
cycles, 72°C 7 min.

sauvage |Ngn3 3’ : CGGCAGATTTGAATGAGGGC

mutant  |Ngn3 3’ : CGGCAGATTTGAATGAGGGC

NeuroD1 | \ouroD1 5' - AMMGCCCCCTAACTGACTG DyNazymeTM I |94°C 3 min, (94°C 30 seg,
sauvage 55°C 30 sec, 72°C 1 min)
NeuroD1 3' : TGATCCCCTGTTTCTTCC 35 cycles, 72°C 7 min.
NeuroD1 || 5.7 5 . GCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAAT |HotGoldStar— {94°C 10 min, (94°C 1 i,
" 60°C 1 rrin, 72°C 1 min) 30
LacZ 3' : CGCGTCTGGCCTTCCTGTAGCCAGCTTTCA cycles, 72°C 7 min.

Table 4 : Oligonucléotides et conditions de RT-PCR pour le génotypage.
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2. Extraction d’ARN

Apres culture, les explants pancréatiques sont prélevés, rincés avec du PBS 1X et mis
dans 300 pl de solution d’extraction (Tri-Reagent, Molecular Research Center). Le tissu est
ensuite homogénéisé et les cellules lysées par trituration (pipetages et refoulements
successifs). Pour les ARN issus de tissus embryonnaires, le lysat cellulaire est préparé comme
pour les ARN issus d’explants en culture. Pour I'extraction d’ARN de pancréas adulte, les
tissus sont placés pendant la dissection dans une solution de PBS 1X complémenté en RNasin
Ribonucléase Inhibitor (Promega, 4,8U/ml); puis rincé deux fois aprés la dissection du
pancréas dans une solution de PBS 1X complémentée en RNasin Ribonucléase Inhibitor
(Promega, 4,8U/ml). Le pancréas est ensuite placé dans 8 ml de solution d’extraction, et
broyé.

Le lysat cellulaire subit ensuite deux extractions-précipitations successives afin de
purifier les ARN des protéines et de I’ADN génomique. La premiere extraction se fait par
ajout de chloroforme (un cinquieme du volume de Tri-Reagent) au lysat cellulaire. Aprés
homogénéisation, repos pendant 2 min et centrifugation (20800 g, 15 min), le surnageant
est prélevé et I'’ARN précipité par ajout d’isopropanol (un demi volume de Tri-Reagent) et
incubé a -20 °C pendant 12h. 0,25 pl de glycogéne 20 pg/ul et 0,25 pl de Pellet Paint
(Novagen) sont ajoutés pour les explants pancréatiques. Aprés centrifugation (20800 g,
30 min) puis un lavage dans 500 pl d’éthanol 75%, le culot est resuspendu dans de |'eau
DEPC (AMBION). La seconde extraction est réalisée par l'ajout d'un volume de
Phénol:Chlorophorme (5 :1) pH 4,5 puis centrifugation. Finalement, I’ARN est précipité par
ajout de NaAc 0,6 M et 2,5volumes d’éthanol 100% a -20°C pendant 12h. Apres
centrifugation, le culot d’ARN obtenu est lavé dans I'éthanol 75% et finalement dissout dans

de I'’eau DEPC.

3. Reverse-transcription (RT)/qPCR

3.A Transcription Reverse

La réaction commence par une incubation a 65 °C pendant 5 min dans un mélange de

13 ul contenant 250 ng d’ARN totaux, dNTP 0,77 mM et d’oligodT 1,93 mM ; suivie d’une
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incubation sur la glace d’une minute au moins. Un mélange de 7 ul composé du tampon de
transcription 1X, DTT 14 mM, RNasin Ribonuclease inhibitor (Promega) 40 unités et de la
Reverse Transcriptase SuperScript Ill (Invitrogen) 200 unités est ensuite ajouté. Le volume
réactionnel de 20 pl obtenu est incubé pendant 1h a 50°C, puis 15 min a 70°C. Le témoin
négatif de transcription reverse est réalisé dans les mémes conditions mais sans la reverse

transcriptase.

3.B gPCR

Les réactions de gPCR sont réalisées avec le kit « LightCycler 480 SYBR Green | Master »
(Roche) sur un LightCycler 480 (Roche). Pour chaque réaction de qPCR, 1 pl d’ADNc issu de la
réaction de RT est mélangé a 9 ul d’une solution contenant : chacun des 2 oligonucléotides a
0,5 uM, et 5 pl du master mix 2X et 3 pl d’eau. Les oligonucléotides utilisés pour chaque
gene sont décrits dans la table 5. Le protocole de PCR est celui décrit par le kit, et la

température d’hybridation des oligonucléotides est de 60°C pour I’'ensemble des couples.

Geéne Oligonucléotide 5'/3’

Dil1 gDll1 5 : TTGAGGACAGCTTCTCTTGC
gDll1 3’ : AGGCACAGTCATCCACATTG
GAPDH qGAPDH 5’ : CTGAGGACCAGGTTGTCTCC
qGAPDH 3’ : TGTGAGGGAGATGCTCAGTG
Insm1 alnsml 5" : AAGTGCCACCCGTCTGAGAA
glnsml 3’ : AGCTTTGCCCCTCAAAAGGA

NeuroD1  |gNeurodl 5' : CTTGGCCAAGAACTACATCTGG
gNeurodl 3' : GGAGTAGGGATGCACCGGGAA
No2.2  |gNkx2.2 5' : AMGGTATGGAGGTGACGCCT
aNkx2.2 3' : AGCTGTACTGGGCGTTGTACT

paxd gPax4 5' : ACCTCATCCCAGGCCTATCT
gPax4 3' : AGGCCTCTTATGGCCAGTTT
Rfx6 gRfx6 5' : TCTGCACCCATTCTCAACTG

gRfx6 3' : GAGCAATGTGTTGGAGCTGA

Table 5 : Oligonucléotides utilisés pour les qPCR.
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4. Puce a ADN

L’ARN utilisé pour I'analyse par puce a ADN a été extrait comme décrit précédemment
(cf § G)2). 100 ng d’ARN ont été utilisés pour une amplification linéaire (RiboAmp® OA RNA
Amplification Kit, Arcturus). Puis les sondes d’ARNc ont été réalisées (Bioarray High yield
RNA transcription labeling Kit, Enzo) et hybridées sur les puces a ADN Affymetrix murine 430
2.0. A I'exception de I'extraction de I’ARN, I'ensemble de ces étapes a été réalisé par la
plateforme « biopuces » de I'lGBMC. La normalisation des données a été réalisée avec
I'algorithme Mass5. Les sondes perdues et exprimés correspondent respectivement au
critere « present call » et « absent call » de I'analyse des puces Affymetrix. Ce critére est
défini par un test de wilcoxon sur la différence de signal pour une sonde donnée entre les
oligonucléotides normaux et les oligonucléotides mutés composant cette sonde.

Les chiffres des analyses de puce a ADNc présentées dans ma these sont en valeur
absolue.

L'analyse statistique des données a été réalisée a I'aide du logiciel Zoe (Dembele,

2007).

5. RACE

Afin de déterminer la partie 5’ d’un transcrit, des expériences de RACE ont été réalisées
avec le kit « 5 RACE System, Version 2.0 » (Invitrogen). Les oligonucléotides utilisés sont :
GSP1, TTCTTCTTCTGCATATT; GSP2, AATGCTGACTCAGACCGAAGA; GSP nested,
CGATCTAGGACAGCCTCGGAAGA.

6. Clonage

Le clonage des séquences utilisées pour les ISH a été réalisé a partir d’ARN issu de
pancréas dorsaux a E13,5 avec la polymérase « Phusion » (Finnzyme) selon le protocole du
kit, avec les oligonucléotides précédemment décrits (cf § F.1), avec une température
d’hybridation des oligonucléotides de 60°C. Apres purification sur gel de ’'ADNc d’intérét
(avec le kit Qiaquick Gel Extraction Kit, Qiagen), un ajout de dATP est réalisé avec I’ADN
Polymérase DyNazyme™ Il (FINNZYMES). Apreés purification de 'ADNc (avec le kit Qiaquick
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PCR purification Kit, Qiagen), ’ADNc est cloné dans le vecteur pCRII-TOPO avec le kit « TOPO
TA cloning kit Dual Promoter » (Invitrogen).

Le clonage des séquences de RIKEN cDNA 1700086L19 et de Rfx6 a été réalisé comme
pour le clonage des séquences utilisées pour les sondes d’ISH, avec les oligonucléotides

décrits a la table 6

Géne Oligonucléotide 5'/3’

Rfx6 Rfx6 5' : GACACAGAGCTCCTTCAAGC

Rfx6 3' : CCATACATTCTTTTTITATTITCCTC

Riken L19 |Riken L19 5' : CGGAATTCAGGCGCTTCAGAGAAGG
Riken L19 3' : GGACTAGTACTGGGAACAGCACTCC

Table 6 : Oligonucléotides utilisés pour les clonages.

7. Northern Blot

Pour le Northern Blot, 10 ug d’ARN sont incubés 10 min a 65°C en présence de bleu de
dépodt (2 volumes du volume d’ARN), puis placés sur glace jusqu’au dépot sur le gel. lls
migrent ensuite dans un gel agarose 1%, MOPS 1X, formaldéhyde 2M. Apreés migration, le gel
est incubé dans du SSC 20X pendant 15 min. Le gel est ensuite transféré sur une membrane
de nylon (Roche) par diffusion par capillarité de SSC20X pendant 14h dans un sandwich
papier Watmann-gel-membrane de nylon-papier Watmann-papier filtre, déposé sur une
feuille de papier filtre dont les rebords trempent dans le SSC20X. La membrane est ensuite
exposée aux UV avec une puissance de 0,12 Joules.cm™. La présence d’ARN sur la membrane
est ensuite vérifiée par coloration de la membrane en l'incubant 15 min dans l'acide
acétique 5%, puis 10 min dans une solution de NaAc 0,5 M pH5, bleu de méthyléne 0,004%,
Acide acétique glacial 1% ; puis dans 'EUP.

Dans un tube a hybridation en rotation dans un four a hybridation chauffé a 68°C, la
membrane est incubée 1h a 65°C. En paralléle, 50 ng de sonde /ml de solution d’hybridation

sont dénaturés pendant 10 min a 65°C dans 100ul d’EUP. Aprés I’heure d’incubation de la
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membrane dans la solution d’hybridation, la sonde dénaturée y est ajoutée et 'ensemble est
incubé 14h a 68 °C.

Dans un plat en pyrex en agitation dans un four a hybridation chauffé a 68°C, la
membrane est lavée 2 fois 15 min dans 500ml d’une solution SSC 2X, SDS 0,1% préchauffée a
65°C ; puis 2 fois 30 min dans 500ml d’une solution SSC 0,1X, SDS 0,1% préchauffée a 65°C.
La membrane est ensuite rincée 1 min dans la solution de lavage a température ambiante.
Dans un sac, la membrane est ensuite agitée 1 heure dans la solution de blocage ; puis 30
min dans la solution de blocage avec I'anticorps alcaline phosphatase-anti-dig dilué au
1/10000° (Roche). La membrane est ensuite lavée 2 fois 15 min dans la solution de lavage ;
puis incubée 2 min dans la solution de détection.

Dans un sac, la membrane est révélée par une incubation de 10 min a 37 °C dans la
solution de détection avec le CSPD dilué au centieme (Roche), puis par détection par un film
radiographique.

La taille des bandes est déterminée a I'aide du logiciel Chemidoc (Biorad).

Bleu de dépot : deux volumes d’ARN ; formamide déionisée 66%, formaldéhyde 7,5%,

MOPS 1,3X, bleu de bromophénol, Xyléne Xianol ; Solution d’hybridation : Roche Dig Easy

Hyb Granules; Solution de lavage : acide maléique 100 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5, 0,3%

Tween 20 ; Tampon MOPS : MOPS 0,25 M, NaAc 0, 05 M, EDTA 0,01 M, pH 7 ; Solution de

SSC 20X : NaCl 3 M, citrate de sodium 0,3 M, pH 7 ; Solution de blocage : MAB 1X, Blocking

Reagent 1 % (Roche) ; MAB 10X : acide maléique 100 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5 ; Solution de
détection : Tris-HCI 100 mM, NaCl 100 mM, pH 9.5

8. Extraction de protéines

L’extraction des protéines des cellules en culture se fait par I'incubation des cellules
dans une solution de NaCl 150 mM, NP40 1%, Tris pH8 50 mM, inhibiteur de protéase 1X
(Roche) pendant 30 minutes sur glace. Les cellules sont ensuite grattées et I'extrait cellulaire
est centrifugé 15 min a 20800 g. Les protéines localisées dans le surnageant sont ensuite
dosées par la technique de Bradford par un dosage de la DO a 280 nm d’une solution

protéine/Protein Assay (Biorad) 1 : 1000.

114



Matériel et méthodes — Techniques de biologie moléculaire

9. Western Blot

Pour le western blot, 30 ug de protéines sont incubés dans le tampon Laemli pendant 5
min a 100°C. La solution Laemli-protéines est ensuite migrée dans un gel acrylamide 10 %,
Lower tris 25 %, ammonium persulfate 0,1%, TEMED 0,0006 %. Les protéines sont ensuite
transférées sur une membrane de nitrocellulose 0,45 um (Wathman®). Apres un ringage
dans le PBS, la membrane est incubée 12 h dans une solution de PBS 1X, Régilait 5% dans
laquelle I'anticorps de lapin anti Rfx6 est dilué au milliéme. Aprés quatre ringages dans du
PBS 1X, 0,05% Tween 20 et un rincage dans le PBS, la membrane est incubée 20 min dans
une de solution PBS 1X, Régilait 0,5%. Aprés un ringage dans le PBS, la membrane est
incubée 20 min dans du PBS 1X dans lequel I'anticorps de chévre anti Ig de lapin couplé a la
peroxydase est dilué au vingt milliéeme (Jackson ImmunoResearch Laboratories). La
membrane est ensuite révélée avec un substrat de la peroxydase (Immobilon Western,
Millipore) en présence d’un film radiographique (Kodak).

Tampon Laemli : Upper tris 25%, SDS 4% Glycérol 20%, B-mercaptoéthanol 10%, H,O

41% ; Upper Tris : Tris—base 30,3 g, SDS 10% 20 ml, pH 6,8, QSP H,0 500 ml; Lower Tris :
Tris—base 90,85 g, SDS 10% 20 ml, pH 8,8, QSP H,0 500 ml.

10. Clonage et test des ShRNA

10.A Clonage des ShRNA et de leur séquence cible

Le Clonage des ShRNA a été réalisé par la dimérisation d’oligonucléotides, qui ont
ensuite été clonés dans le vecteur pSuper (Fig. 35A). Les oligonucléotides utilisés pour les
ShRNA Rfx6 #1 et ShRNA Rfx6 #2 sont décrits dans la table 7. La dimérisation des
oligonucléotides est réalisée en présence de 125 pmoles de chaque oligonucléotide dans 50
pl de NaCl 100mM. L’'ensemble est placé dans de I'eau a ébullition pendant 10 min, puis
laissé refroidir doucement a température ambiante en les conservant dans |'eau. En
paralléle, le vecteur pSuper (Dr. Philippe Ravassard, Hopital de la Pitié Salpétriere, Paris ; Fig.
35A) est digéré par Bglll et Hindlll, puis déphosphorylé par deux incubations successives de
1h avec I’Antartic Phosphatase (New England Biolabs). Les dimeres d’oligonucléotides sont

ensuite insérés dans le vecteur pSuper linéarisé par une incubation de 16h en présence de

115



Matériel et méthodes — Techniques de biologie moléculaire

T4 DNA ligase (Invitrogen). Les clones d’intérét sont ensuite sélectionnés par transformation

bactérienne en présence du produit de ligation, suivi d’un crible de colonies.

ShRNA |Oligonucléotide 5'/3’
Rfx6 #1 |ShRfx6 #1 5' : p-GATCTCCCCAAAGAGCAGGAACTACAGAATTTTCAAGAGAAATTCTGTAGT
TCCTGCTCTTTTTTTTA

ShRfx6 #1 3' : p-AGCTTAAAAAAAAGAGCAGGAACTACAGAATTTCTCTTGAAAATTCTGTAG
TTCCTGCTCTTTGGGGA

Rfx6 #2 |ShRfx6 #2 5' : p-GATCTCCCCAACTCTAACTATCAGACTATGTTTCAAGAGAACATAGTCTGAT
AGTTAGAGTTTTTTTA

ShRfx6 #2 3' : p-AGCTTAAAAAAACTCTAACTATCAGACTATGTTCTCTTGAAACATAGTCTGA
TAGTTAGAGTTGGGGA

Table 7 : Oligonucléotides utilisés pour la synthése des ShRNA.

Séquence |Oligonucléotide 5'/3’
cible ShRNA
Rfx6 #1 Rfx6 #1 5' : CACCCCCATTTTGCGAAGATTTGT
Rfx6 #1 3' : GGACTAGTGCAATGTGTTGGAGCTGAGA
Rfx6 #2 Rfx6 #2 5' : CACCCCCATTTTGCGAAGATTTGT
Rfx6 #2 3' : GGACTAGTAATCTGGGTTTGCAAGTTGG

Table 8 : Oligonucléotides utilisés pour le clonage des séquences cibles des ShRNA.

Pour le clonage des séquences cibles des ShRNA, les fragments d’ADNc Rfx6#1 et
Rfx6#2 ont été synthétisés par PCR avec la polymérase « Phusion » (Finnzymes) a partir des
vecteurs pCRII-Topo-Rfx6#73 et pCRII-Topo-Rfx6#75 avec les oligonucléotides décrits dans la
table 8. Les produits de PCR ont ensuite été insérés dans le vecteur pENTR/D-TOPO
(Invitrogen). Les clones d’intérét sont ensuite sélectionnés par transformation bactérienne
en présence du produit de clonage, suivi d’'un crible de colonies. Les clones obtenus sont
ensuite sous cloné dans le vecteur pADRSV-IRES-GFP (Dr. Philippe Ravassard, Hopital de la

Pitié  Salpétriere, Paris; Fig. 35B) par wune recombinaison avec I'enzyme
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Figure 35: Vecteurs utilisés pour le clonage et le test d’efficacité in vitro des ShRNA. (A) pSuper.
(B) pADRSV-IRES-eGFP
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LR clonase (Invitrogen). Les clones d’intérét sont ensuite sélectionnés par transformation
bactérienne en présence du produit de recombinaison, suivi d’'un crible de colonies. Les
séquences cibles des ShRNA Rfx6#1 et #2 sont ainsi clonés dans le vecteur

pADRSV-IRES-GFP : pADRSV-Rfx6#1-IRES-GFP et pADRSV-Rfx6#2-IRES-GFP.

10.B Test de I'efficacité des ShRNA

Pour déterminer I'efficacité des ShRNA, 390000 cellules HEK293t sont ensemencées
dans des boites de 6 cm de diamétre (Falcon). Le lendemain, 250 ng de
pADRSV-Rfx6-IRES-GFP avec 2,3 ug de pBluescript, de pSuper, de pSuper-ShRNA-Rfx6#1 ou
de pSuper-ShRNA-Rfx6#2 sont transfectés dans les cellules HEK293t avec du JetPEl (Polyplus
transfection). 1, 2 et 3 jours aprés transfection, les cellules sont trypsinisées, puis reprises
dans une solution de PBS 1X, PFA 1%. Elles sont ensuite triées sur FACS calibur pour

déterminer le taux de cellules GFP positives.

10.C Production des ShRNA

Apres validation des ShRNA, la séquence H1-ShRNA est sous clonée par digestion du
vecteur pSuper-ShRNA avec les enzymes de restriction BamHI et Clal. En parallele, le vecteur
pTrip-CMV-eGFP-deltaU3 (Dr. Philippe Ravassard, Hopital de la Pitié Salpétriere, Paris;
Fig. 36) est digéré par BamHI et Clal. La séquence H1-ShRNA est ensuite insérée dans le
vecteur pTrip-CMV-eGFP-deltaU3 linéarisé par une incubation de 16h en présence de T4
DNA ligase (Invitrogen). Les clones d’intérét sont ensuite sélectionnés par transformation

bactérienne en présence du produit de ligation, suivi d’un crible de colonies.
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Figure 36 : Vecteur utilisé pour la production des ShRNA, pTrip-CMV-eGFP-DeltaU3.

H) Test Statistique

L’évidence statistique est déterminée par un test T de Student, a |'exception de

I’analyse des études de puce a ADN.

1) Analyse bioinformatique

Les alignements de séquence et les arbres phylogénétiques ont été faits avec la suite

de logiciel MyBioPack XP 3.6 (http://mybiopack.ifrance.com/mybiopack_fr.html).
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Rfx6 is an Ngn3-dependent winged helix transcription factor
required for pancreatic islet cell development

Josselin Soyer'*, Lydie Flasse?*, Wolfgang Raffelsberger'!, Anthony Beucher', Christophe Orvain’,
Bernard Peers?, Philippe Ravassard?, Julien Vermot', Marianne L. Voz*', Georg Mellitzer"" and

Gérard Gradwohl"*

SUMMARY

The transcription factor neurogenin 3 (Neurog3 or Ngn3) controls islet cell fate specification in multipotent pancreatic progenitor
cells in the mouse embryo. However, our knowledge of the genetic programs implemented by Ngn3, which control generic and islet
subtype-specific properties, is still fragmentary. Gene expression profiling in isolated Ngn3-positive progenitor cells resulted in the
identification of the uncharacterized winged helix transcription factor Rfx6. Rfx6 is initially expressed broadly in the gut endoderm,
notably in Pdx1-positive cells in the developing pancreatic buds, and then becomes progressively restricted to the endocrine
lineage, suggesting a dual function in both endoderm development and islet cell differentiation. Rfx6 is found in postmitotic islet
progenitor cells in the embryo and is maintained in all developing and adult islet cell types. Rfx6 is dependent on Ngn3 and acts
upstream of or in parallel with NeuroD, Pax4 and Arx transcription factors during islet cell differentiation. In zebrafish, the Rfx6
ortholog is similarly found in progenitors and hormone expressing cells of the islet lineage. Loss-of-function studies in zebrafish
revealed that rfx6 is required for the differentiation of glucagon-, ghrelin- and somatostatin-expressing cells, which, in the absence
of rfx6, are blocked at the progenitor stage. By contrast, beta cells, whose number is only slightly reduced, were no longer clustered
in a compact islet. These data unveil Rfx6 as a novel regulator of islet cell development.

KEY WORDS: Neurogenin 3, Pancreas, Rfx, Cell differentiation, Endocrine, Transcription factor, Mouse, Zebrafish

INTRODUCTION

Deciphering the mechanisms controlling the progressive restriction
of the fate of stem/progenitor cells and their differentiation into
highly specialized cells is not only a major issue in stem cell biology
but will also have an important impact on future cell-based or
regenerative therapies in major disease such as type 1 diabetes,
where insulin-producing beta cells are destroyed. In 2000, the
Edmonton protocol of cadaveric islet transplantation from
allogeneic donors reported successful restoration of insulin
production and glycemic stability in patients with type 1 diabetes
mellitus (Shapiro et al., 2000). These studies provided the proof-of-
principle for a cell-based therapy in diabetes and launched a new
area of islet cell transplantation. However, major limitations have
still to be overcome such as the reoccurrence of the autoimmune
destruction of the beta cells and the scarcity of transplantable islets
due to the paucity of donors. In the last decade, significant
knowledge has been acquired on the transcriptional regulation and
signals controlling beta cell development during mouse
embryogenesis (Murtaugh, 2007; Claiborn and Stoffers, 2008).
Thanks to these findings, major progress has been achieved in the
generation of insulin-producing cells from human embryonic stem
cells (hESCs) by recapitulating embryonic differentiation programs
(D’Amour et al., 2006; Madsen and Serup, 2006). However, the
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cells generated are still immature and remain different from normal
glucose-responsive single-hormone-positive human islet beta cells
(Kroon et al., 2008). This limitation underlines the crucial
importance to pursue basic research to gain a highly detailed
knowledge of the developmental program leading to functional beta
cells.

During mouse pancreas embryogenesis, the basic helix-loop-helix
(bHLH) transcription factor neurogenin 3 (Neurog3 or Ngn3) is the
master gene controlling endocrine cell fate decisions in
uncommitted multipotent pancreatic endodermal progenitors cells.
Ngn3 is transiently expressed in endocrine progenitor cells which
do not yet express hormones (Gradwohl et al., 2000; Schwitzgebel
etal., 2000). In the absence of Ngn3, all pancreatic endocrine cells,
including alpha-, beta-, delta-, PP- and epsilon-cells, which produce
glucagon, insulin, somatostatin, pancreatic polypeptide and ghrelin
hormones, respectively, fail to develop (Gradwohl et al., 2000;
Heller et al., 2005). Consequently, islets of Langerhans do not form
and mice die from diabetes. Importantly, ectopic Ngn3 expression
is also sufficient to generate all islet cell types in mouse either in
vivo (Johansson et al., 2007) or ex vivo in pancreatic explant
cultures (M. Martin and G.G., unpublished). Ngn3 thus controls a
complex network of transcription factors, leading to mature islet
cells. In agreement with these findings, lineage tracing studies
demonstrated that all pancreatic endocrine cells derive from Ngn3-
positive progenitor cells (Gu et al., 2002; Schonhoff et al., 2004;
Heller et al., 2005). As in the pancreas, the differentiation of
endocrine cells of the gastrointestinal tract relies on Ngn3 (Jenny et
al., 2002; Lee et al., 2002). Important downstream target genes of
Ngn3 in the pancreas include Arx and Pax4, the major regulators of
the alpha and beta cell fate (Sosa-Pineda et al., 1997; Collombat et
al., 2003). Although some evidence in the literature suggests that
transcription factors such as NeuroD (Neurodl — Mouse Genome
Informatics) (Huang et al., 2000), Pax4 (Smith et al., 2003), Insm1
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(Mellitzer et al., 2006) or Nkx2.2 (Watada et al., 2003) might be
direct targets of Ngn3, it has not yet been proven that Ngn3 binds the
promoter of these genes in vivo. Our knowledge of the Ngn3-
regulated program is thus still incomplete, and we do not know
much about how this transcription factor integrates the generic
program of endocrine differentiation with the programs that specify
the different islet cell types. Therefore, to determine the gene
expression profile of islet progenitor cells and thus identify potential
novel downstream effectors of Ngn3 function, we performed
Affymetrix microarray analysis on purified Ngn3-positive
progenitor cells. Here we show that this strategy led to the
identification of Rfx6, a novel Ngn3-dependent winged helix
transcription factor. We report that in both mouse and zebrafish, Rfx6
is found in islet progenitor cells and maintained in developing and
mature islet cells. Furthermore functional studies in zebrafish
revealed that rfx6 is an important regulator of endocrine cell
differentiation. These findings suggest that the study of other genes
identified in this study might reveal the full genetic program
implementing Ngn3 endocrinogenic function. This information
might in turn be relevant to promote and scrutinize the
differentiation of hESCs to the beta lineage.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of single-cell suspensions and RNA, probe synthesis
and microarray hybridization and analysis

Single-cell suspensions were prepared from E15.5 Ngn3¢Y " pancreas as
described previously (Mellitzer et al., 2004). eYFP-positive and -negative
cells were sorted directly into Trizol reagent (Invitrogen) and immediately
processed for total RNA isolation. On average, 1500-2000 eY FP-positive
cells were obtained per embryonic pancreas. One hundred nanograms of
RNA from each biological quadruplicate was then used for linear
amplification (T7, RiboAmp OA Kit, Arctarus). cRNA probes were
generated with the Enzo Bioarray High Yield RNA Transcription Labelling
Kit and hybridized on the GeneChip Mouse Genome 430 2.0 Array
following Affymetrix standard protocols. Affymetrix raw gene expression
data were normalized using the GC Robust Multi-array Average (GCRMA)
procedure. The data were filtered in order to remove probe sets with constant
low-level expression. The filtered data sets were subsequently subjected to
t-tests with multiple testing correction and control of the global and local
false discovery rate (FDR and fdr, respectively) using the OCplus package
(Ploner et al., 2006) available from Bioconductor (http://bioconductor.org).
Only transcripts with at least a 2-fold change in expression with an FDR
below 0.05 were retained. Using these criteria, 1445 genes (1831 probe sets)
were found up- (550, FC 2-386) or down- (895, FC 2-143) regulated in islet
progenitor cells. Transcription factors and transcriptional regulators were
identified using Gene Ontology annotations. Microarray data are available
at http://genomics.betacell.org, on the RAD database https://www.chil.
upenn.edu/RADQuerier/php/displayStudy.php?study id=3100 and
ArrayExpress (accession number E-CBIL-48).

In situ hybridization and immunohistochemistry on mouse tissues
Tissues were fixed in paraformaldehyde, embedded and frozen using
standard methods. Detailed protocols for in situ hybridization
immunofluorescence and immunohistochemistry on frozen sections are
available on request. Mouse cRNA probes used included: Ngn3 and NeuroD
(Gradwonhl etal., 2000), Insm1/IA1 (Mellitzer et al., 2006), Rfx3 (transcribed
froma 2.7 kb cDNA fragment, image clone 4483833, IRAV35-E2) and Rfx6
(transcribed from a 0.9 kb cDNA fragment, cloned from E13.5 pancreatic
RNA with oligo 5 CGGAATTCGCCACGTGGAGACATCCTAT and
3'GGACTAGTAATCTGGGTTTGCAAGTTGG). The following primary
antibodies were used: guinea pig or rabbit anti-Pdx1 at 1:1000 (provided by
C. Wright, Vanderbilt University, Nashville, TN, USA), guinea pig anti-
Ngn3 at 1:1000 (provided by M. Sander, California University, Irvine, CA,
USA), anti-insulin at 1:1000 (Linco), anti-glucagon at 1:2000 (Linco), anti-
polypeptide pancreatic (PP) at 1:1000 (Linco), rabbit anti-somatostatin at
1:200 (Dako), rabbit anti-Rfx6 at 1:1000, rat anti-Rfx6 at 1:200, mouse anti-

Ki-67 at 1:100 (Novocastra). Secondary antibodies used were: anti-rabbit
Alexa 488 at 1:1000 (Molecular Probes), Cy3 anti-rabbit, anti-rat and anti-
guinea pig at 1:1000 (Jackson Immunoresearch), biotin-coupled anti-rabbit
at 1:200 (Vector Laboratories). For rat anti-Rfx6, signal amplification was
performed using biotin anti-rat coupled antibody at 1:200 (Vector
Laboratories) and streptavidin-Alexa 488 conjugate at 1:500 (Moleculer
Probes). Nuclei were stained with DAPI and slides mounted in Aqua-
Poly/Mount (Polysciences).

Cloning of the rfx6 ortholog from zebrafish

rfx6 partial cDONA was cloned by two rounds of PCR performed on cDNAs
of embryos at 24 hours post-fertilization (hpf). The primers used for
amplification were 0146 (TGCCCTTTTTGACCAGATTGTAGTG) and
0139 (GAACGACTGGAGCTGCTGATGGAT) for the first PCR, followed
by a nested PCR with 0146 and 0147 (GCTACGCTTTCTCTGGAC-
ATCACCT), giving rise to a 972 bp fragment in the coding region. This
fragment was cloned into a pCRII-TOPO vector (Invitrogen) and used as
template for preparing labelled antisense RNA probes.

Morpholino sequences and injections

The rfx6 morpholinos (MOs) were designed by Gene Tools and are
complementary to either the exon 2 splice donor site (MO1:
GTCCTCAAGCCTAATGAAACAAAAC) or the exon 2 splice acceptor
site (MO2: AATAAAAACGCCTCTTACCTTTCCG). A standard control
MO, having the sequence 5'-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3’,
has also been designed by Gene Tools in a way that it should have no target
and no significant biological activity. The MOs were dissolved at a
concentration of 3 pug/ul in 1X Danieau buffer containing 0.5% rhodamine
dextran and microinjected at the 1- to 2-cell stage at a dose of 3 ng. Injected
embryos were then grown in the presence of 0.003% 1-phenyl-2-thiourea
until the desired stage, fixed overnight in 4% paraformaldehyde and stored
in 100% methanol before analysis.

Riboprobes, wholemount in situ hybridizations (WISH) and
imaging

Antisense riboprobes were made by transcribing linearized cDNA clones
with SP6, T7 or T3 polymerase using digoxigenin or DNP labelling mix
(Roche) according to manufacturer’s instructions. They were subsequently
purified on NucAway spin columns (Ambion) and ethanol-precipitated. The
zebrafish sox4b (Mavropoulos et al., 2005), isl1 (Korzh et al., 1993), neurod
(Korzhetal., 1998), insulin (Milewski et al., 1998), somatostatin 2 (Devos
et al., 2002), ghrelin (NCBI: AL918922) and glucagon (Argenton et al.,
1999) probes have been described elsewhere. Single-wholemount, double-
fluorescent in situ hybridizations and fluorescent imaging were carried out
as described (Mavropoulos et al., 2005).

Cilia imaging

Immunostaining was performed on 24 hpf embryos where primary cilia
were labelled with anti-acetylated tubulin (Sigma, T6793) and GFP-
expressing cells were labelled with anti-GFP (Millipore, AB3080). Cilia
imaging was performed using the Leica sp2 confocal microscope to image
tg(pax6:GFP) and acetylated-tubulin-labelled embryos in order to visualize
cilia concomitantly with pancreatic cells. Embryos were dissected prior to
imaging and mounted on a slide. Images were taken using a 63X/1.2 HCX
PL Apochromat water immersion lens. Stacks were reconstructed and
processed using Imaris (Bitplane).

RESULTS

Differential expression of transcription factors in
the islet lineage

To identify the complete panel of genes activated specifically in islet
progenitor cells, we determined the genes differentially expressed
in Ngn3-positive versus Ngn3-negative cells at E15.5, a stage when
the proportion of Ngn3 cells culminates in the embryonic pancreas.
Ngn3-positive cells were FACS-purified from Ngn3¢Y™"* mice,
where the enhanced yellow fluorescent protein (eYFP) has been
introduced in the 3" UTR region, leaving the coding sequence intact
and thus wild-type levels of Ngn3 protein as supported by normal
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islet cell development and glucose homeostasis in Ngn3¢YFP/eYFP
mice (Mellitzer et al., 2004). As transcription factor levels are
crucial to transactivate the appropriate targets, this mouse model is
thus ideally designed to reveal the full Ngn3-dependent
transcriptome. Importantly, due the stability of the eYFP protein,
both Ngn3-positive cells and their progeny are isolated using this
strategy. We used Affymetrix GeneChip 430 2.0 Arrays containing
39,000 transcripts, a chip that has not previously been used to
characterize the genes enriched in purified islet progenitor cells. The
present report focuses on transcriptional regulators that have been
identified in this study. We found 47 transcriptional regulators
upregulated in sorted eYFP/Ngn3-positive cells (see Table S1in the
supplementary material). As expected, transcripts for genes
encoding transcription factors known to be expressed downstream
of Ngn3 such as NeuroD, Arx4, Pax4, Pax6, Insm1 and Mafa were
strongly enriched in purified eYFP/Ngn3-cells. Importantly, several
transcription factors for which a function in islet development has
not yet been reported were also identified. These include Fev,
Mixipl, Rfxdcl, Vdr, Dachl and Lhx1. Below, we characterize the
expression and function of Rfxdcl, one of these novel islet specific
transcription factors, also called Rfx6, and enriched 65 times in
eYFP/Ngn3-positive cells.

Rfx6 is a novel islet-specific winged helix
transcription factor

Rfx6 is a member of the Rfx transcription factor family that bind X-
boxes of DNA sequences with a DNA binding domain containing a
winged helix motif. Among the Rfx family, so far only Rfx3 has
been reported to be expressed in the embryonic pancreas and crucial
for islet cell development (Ait-Lounis et al., 2007). The Rfx6
gene is located on position gB3 on mouse chromosome 10 and
contains 19 exons in 52.62 kb. Two transcripts are predicted in
Ensembl, ENSMUST0000002054 (19 exons, 3419 bps) and
ENSMUSTO00000050455 (16 exons, 3,088 bps), of which only the
first encodes a protein containing the predicted Rfx DNA binding
domain (PF02257). Using RT-PCR strategies and northern blots
(data not shown), only one transcript could be identified from
embryonic pancreas RNA (E13.5, E15.5), corresponding to the
longest predicted transcript and encoding a protein of 927 amino
acids (UNiProtKb Q8C7R7) sharing 87% identity with the human
ortholog. Multiple alignment of the DNA binding domains of Rfx
proteins revealed that Rfx6 is most similar to Rfx4 (see Fig. S1 in
the supplementary material).

Rfx6 is expressed in the gut endoderm and
becomes progressively restricted to the islet
lineage in the embryonic pancreas

To determine Rfx6 expression during mouse embryogenesis and
pancreas development, we performed a series of in situ hybridization
and immunohistochemistry experiments. At E9.0 Rfx6 transcripts
were broadly found in the gut endoderm (Fig. 1A,B). To better
determine Rfx6 expression we generated polyclonal antibodies in
rabbits and rats against a glutathione-S-transferase (GST) fusion
protein containing the N-terminus amino-acid 2-65, a peptide sharing
no homology with other members of the Rfx family. Using this tool,
we found Rfx6 expression in the nascent pancreatic buds of E9.5 in
Pdx1+ pancreatic progenitor cells (Fig. 1C-E). At E10.5, the
ubiquitous endodermal expression of Rfx6 persisted caudally in the
prospective intestinal epithelium from the duodenum to the colon and
rostrally in the proximal stomach and more anterior gut endoderm
(Fig. 1F,G; data not shown). At this stage, Rfx6 was also present in the
lung epithelium, another tissue of endodermal origin (data not shown).

Fig. 1. Expression of Rfx6 in the gut endoderm and in the
developing pancreatic buds in the mouse embryo.

(A) Wholemount in situ hybridization (ISH) on an E9.0 mouse embryo
(lateral view) with an Rfx6 antisense probe (purple). (B) Transversal
section of embryo shown in A at the level of the black arrows.
(C-E,G,H) Double immunofluorescence for Rfx6 (green) and Pdx1 (red)
on cryosections of £9.5 (C-E), and E10.5 (G) embryos and Rfx6 and
Ptf1a (red) at E10.5 (H). (F) ISH for R7x6 followed by
immunohistochemistry for Pdx1. Nuclei are stained with DAPI (blue) in
E, G and H. Rfx6 is found in the gut endoderm (blue arrows in A,B) and
in the developing pancreatic regions in Pdx1-positive progenitor cells at
E9.5 (C-E). At E10.5, Rfx6 is excluded from Pdx1- (FG) and Ptf1a- (H)
positive pancreatic endodermal progenitor cells and restricted to
differentiating endocrine cells. All sections are sagittal, B is transverse.
In E and G arrows point to Pdx1/Rfx6 double-positive cells. dp, dorsal
pancreas; duo, duodenum; nt, neural tube; st, stomach; vp, ventral
pancreas.

By sharp contrast, after E9.5, Rfx6 transcripts and Rfx6 protein were
progressively excluded from multipotent pancreatic endodermal
progenitor cells. Indeed, at E10.5, Rfx6 was found essentially in cells
which do not express the pancreatic progenitor markers Pdx1 or Ptfla
(Fig. 1F-H). At this stage, only rare Rfx6-high and Pdx1-low cells
were found, which were likely to be either islet progenitors or early
Pdx1-positive insulin-expressing cells. Instead, Rfx6 marked Ngn3-
positive cells (Fig. 2A-C) and alpha cells at E10.5 (Fig. 5A). These
data suggest that in the embryonic pancreas from E10.5, Rfx6
expression is restricted to developing islet cells. This hypothesis is
fully supported by the almost complete absence of Rfx6 transcripts at
E10.5 (data not shown) and total ablation at E15.5 (Fig. 2G,H) in the
Ngn3-deficient pancreas, which lack islet cells.

Rfx6 expression in developing islet cells is
independent of NeuroD, Pax4 and Arx4

As expected from the strong enrichment of Rfx6 in Ngn3/eYFP-
positive cells, 47% (n=633) of Ngn3-positive cells co-expressed
Rfx6 at E15.5 (see Fig. 2D-F). Accordingly, the Rfx6 expression
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Fig. 2. Ngn3-dependent expression of Rfx6 in the mouse islet
lineage. (A-F) Double immunofluorescence showing partial overlapping
expression of Ngn3 (red) and Rfx6 (green) at E10.5 (A-C) and E15.5 (D-
F). Yellow, green and red arrows point to double-labelled, single Rfx6-
positive and single Ngn3-positive cells, respectively. Nuclei are stained
with DAPI. (G,H) Loss of Rfx6 expression (in situ hybridization in blue) in
an Ngn3-deficient pancreas (H) compared with a wild-type pancreas
(G), demonstrating that Rfx6 is restricted to the islet lineage at E15.5.

pattern largely overlapped with NeuroD and Insm1, known direct
targets of Ngn3 (Fig. 3A-D), and Rfx6-positive cells were
essentially postmitotic (see Fig. S2 in the supplementary
material). Rfx6 also overlapped with Rfx3, whereas the other
members of the Rfx family were not found to be expressed in the
embryonic pancreas (Fig. 3E,F; data not shown). We next
determined the position of Rfx6 in the hierarchy of transcription
factors controlling islet development and islet subtype
specification (Fig. 4). At E14.5, Rfx6 expression was unaffected
in the pancreas of Arx- and Pax4-deficient mice, two key
transcription factors regulating the determination of alpha- and
beta/delta-cell fate, respectively (Sosa-Pineda et al., 1997;
Collombat et al., 2003). Similarly, we could not detect any
obvious difference in Rfx6 expression when NeuroD is inactivated
(Nayaetal., 1997). These data suggest that Rfx6 acts downstream
of Ngn3 and either upstream of Arx, Pax4 and NeuroD or in
independent pathways. When examined at E15.5, about 70% of
Rfx6-positive cells (n=1469) were Ngn3-negative (Fig. 2D-F),
suggesting that Rfx6 expression is initiated in committed islet
progenitor cells and maintained in developing post-Ngn3 islet
cells. In agreement with this hypothesis, glucagon- and insulin-
positive cells expressed Rfx6 in the embryo (Fig. 5A-C).
Furthermore, Rfx6 was maintained in adult islet cells including
alpha, beta, delta and PP cells (Fig. 5D-G). Accordingly, Rfx6 is
also expressed in the beta cell lines bTC3 and Min6b1 cells (data
not shown). In summary, in the mouse pancreas, Rfx6 is expressed
in islet progenitor cells in the embryo as well as in differentiated
adult islet cells.

Fig. 3. Overlapping expression of Rfx6 and other islet
transcription factors in the pancreas of mouse embryos. (A-F)In
situ hybridization (blue) experiments on adjacent cryosections showing
overlapping expression of Rfx6 with NeuroD, Insm1 and Rfx3. All
experiments were performed on E15.5 pancreata. Magnifications: 20X
in A,B; 40X in C-F.

Zebrafish rfx6 is expressed in the pancreatic
endocrine progenitors as well as in the mature
endocrine cells

To unravel the role of Rfx6 in pancreas organogenesis, we took
advantage of the zebrafish model, where the function of a gene can
be easily tackled by the use of morpholinos (MOs) disrupting
mRNA splicing or translation (Ekker, 2000). The Rfx6 ortholog
in zebrafish has been identified in Ensembl as
ENSDARP00000061121. The predicted zebrafish Rfx6 protein
displays 60% sequence identity with the mouse Rfx6. The Rfx
phylogenetic tree and the conserved synteny between human and
zebrafish rfx6 genomic loci show unequivocally that we have
identified the Rfx6 ortholog in zebrafish (see Fig. S1 in the
supplementary material; data not shown). The expression pattern,
determined by wholemount in situ hybridization, reveals that the
zebrafish rfx6 gene is expressed in the pancreatic region, as in
mice. Its expression starts by 17 hpf, peaks at 24 hpf and persists
at least until 72 hpf (Fig. 6A,B; see Fig. S3 in the supplementary
material). However, in contrast to the mouse, rfx6 was exclusively
expressed in the pancreatic region, with no expression being
detected in the gut. We next determined in which cell types rfx6 is
expressed by performing double-fluorescent in situ hybridization
using various endocrine pancreatic markers. As the putative
ortholog of Ngn3 in zebrafish has been described as being
expressed only at late stages in the pancreatic region (around 3
days post-fertilization) (Zecchin et al., 2007), we could not use
ngn3 as a marker of endocrine progenitors. We used instead sox4b,
previously described as expressed predominantly in the precursors
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Fig. 4. Rfx6 expression is unaffected in the pancreas of Pax4-
Arx- and NeuroD-deficient mouse embryos. (A-H) In situ
hybridization (blue) for Rfx6 and Ngn3 on adjacent pancreas
cryosections of wild-type (A,B), NeuroD- (C,D), Arx- (E,F) and Pax4-
(G,H) deficient embryos at E14.5.

of endocrine cells (Mavropoulos et al., 2005) and for which we
could confirm an absence of colocalization with the hormones at
24 hpf (Fig. 6F). Two other pancreatic markers, isl1 and neurod,
were used in the double in situ hybridization experiments. Isl1 is
known to be expressed in postmitotic endocrine cells in mouse
embryos (Ahlgren etal., 1997; Thor et al., 1991). The same seems
to be true in zebrafish as, at 24 hpf, all mature hormone-expressing
cells also express isll (Fig. 6E) and there is essentially no
colocalization between isl1 and the endocrine marker sox4b (Fig.
6C). As for NeuroD, it is expressed in the murine Ngn3 pancreatic
precursors as well as in the mature hormone-expressing cells
(Huang et al., 2000; Itkin-Ansari et al., 2005; Naya et al., 1997).
In the same way, in zebrafish, neurod is expressed in the pancreatic
progenitor cells as demonstrated by its colocalization with the
sox4b factor (Mavropoulos et al., 2005), and in the mature
hormone-expressing cells (Fig. 6D). It is important to note that the
pancreatic endocrine precursors, labelled by sox4b, are localised
in the ventral part of the pancreatic endoderm, whereas the more
differentiated cells are located more dorsally (Fig. 6C and
diagram).

The location of rfx6 transcripts was then compared with that of
these three pancreatic endocrine markers, sox4b, neurod and isl1 (Fig.
6G-N). At stage 18S (18 hpf), rfx6 showed a perfect colocalization
with sox4b (Fig. 6G). Progressively, sox4b expression became
restricted to the ventral part of the rfx6 expression domain (Fig. 6H,1),
the dorsal part corresponding to isl1-expressing cells (Fig. 6M,N).
Finally, a total colocalization between rfx6 and neurod was observed
at all stages analysed (ie. 18, 24 and 30 hpf) (Fig. 6J-L). As expected
based on isl1 and neurod colocalization, we detected rfx6 transcripts
in all endocrine cell types, ie. the insulin-, glucagon-, ghrelin- and
somatostatin-expressing cells (see Fig. S4 in the supplementary
material). Taken together, these data show that the pancreatic

Fig. 5. Rfx6 expression in mature islet cells in the mouse.

(A-G) Double immunofluorescence revealing nuclear expression of Rfx6
(green) in hormone-expressing cells (red) in developing alpha (A,B) and
beta (C) cells, as well as in mature alpha (D), beta (E), delta (F) and PP
(G) cells in adult islets of Langerhans. Gcg, glucagon; Ins, insulin; PP,
pancreatic polypeptide; Som, somatostatin. Arrows point to double-
positive cells; insets show magnifications.

expression pattern of rfx6 is similar in zebrafish and in mice, as rfx6
is expressed in the pancreatic endocrine progenitor cells as well as in
the mature endocrine cells. By contrast, divergence exists for its
expression in the gut.

Impaired endocrine cell differentiation and
accumulation of islet progenitor cells in rfx6
morphants in zebrafish

To assess the role of zebrafish Rfx6 in pancreatic endocrine
development, we abrogated Rfx6 protein expression in the zebrafish
embryo by injecting two distinct antisense MOs. The first MO
targets the exon 2 splice donor site and the second targets the exon
2 splice acceptor site, leading to rixé mRNA splicing disruption as
shown by RT-PCR (see Fig. S5 in the supplementary material). As
expected based on the restricted expression of rfx6 in the pancreas,
the injection of the MOs did not disturb the general morphology of
the embryos (data not shown). By contrast, pancreas development
was strongly perturbed as injection of either one or the other MO led
to the same phenotype: an almost complete depletion of glucagon-
and ghrelin-expressing cells together with a drastic reduction in the
number of somatostatin-expressing cells (Fig. 7A-L). Conversely,
the number of insulin-expressing cells was only slightly decreased
(Fig. 7, right), although they were no longer clustered in a compact
islet (Fig. 7K,L) To understand by which mechanism Rfx6 affects
endocrine cell differentiation, we analysed the expression of sox4b,
neurod and isl1 genes in the morphants. The number of pancreatic
endocrine progenitor cells labelled by sox4b was drastically
increased at 24 hpf upon rfx6 knock-down (Fig. 7P-R), whereas the
number of more differentiated endocrine cells, labelled by isl1, was
significantly reduced (Fig. 7M-O). The lateral view of the
developing pancreas at 30 hpf, stained for both sox4b and isl1,
highlights the drastic reduction of the isl1 dorsal domain together
with the ventral expansion of sox4b (Fig. 7 Y-ZII). This increase
does not seem to be due to an enhanced proliferation of the
progenitors as we could not detect any change in the proportion of
pcna (proliferating cell nuclear antigen)/sox4b double-positive cells
(data not shown). On the contrary, the number of neurod-expressing
cells was not affected in the morphants (Fig. 7S-U), indicating that
the total number of endocrine progenitor and differentiated cells was
not significantly perturbed. This strongly suggests that the increase
of progenitor cells occurs at the expense of more differentiated cells
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Fig. 6. Zebrafish rfx6 is expressed in pancreatic endocrine progenitors as well as in mature endocrine cells. (A) Lateral view of fluorescent
wholemount in situ hybridization (WISH) performed on stage 19S embryos with an rfx6 antisense probe (arrowhead). (B) Ventral view of WISH with
an rfx6 probe on 24 hpf embryos. (C-N) Lateral views of the pancreas area from embryos analyzed by double-fluorescent WISH, anterior to the left,
dorsal to the top. (C) The expression domains of is/T and sox4b are distinct. (D-F) Relative location of the hormone-expressing cells in relation to the
neurod-, isl1- and sox4b-expressing cells. Hormone expression was detected by WISH using a cocktail of insulin, glucagon, somatostatin and ghrelin
probes. The diagram shows the respective locations of sox4b-, is/1-, neurod-, and hormone-positive cells within the pancreatic area in a lateral view
at 24 hpf. (G-1) At 18S, rfx6 and sox4b expression domains completely overlap, whereas at 24 hpf and 30 hpf sox4b is maintained only in the
ventral part of rix6é domain. (J-L) The expression pattern of rfx6é completely overlaps the pancreatic neurod expression pattern. (M,N) The is/7-
expressing cells are located in the dorsal part of the rfx6 expression domain at 24 hpf and 30 hpf.

and that, in rfx6 morphants, pancreatic endocrine cells are blocked
in the progenitor stage. This blockage takes place prior to the
expression of the transcription factor arx, which is essential for
glucagon-expressing cell development (V. Verbruggen and B.P,,
unpublished). Indeed, we also observed a drastic reduction in the
number of arx-expressing cells in the morphants (Fig. 6V-X). All of
these results suggest that Rfx6 is essential for the transition from
pancreatic endocrine progenitors to more differentiated glucagon-,
ghrelin- and somatostatin-expressing cells.

DISCUSSION

To identify novel downstream effectors of the proendocrine
function of the transcription factor Ngn3, we determined the gene
expression profile of isolated Ngn3-positive progenitors. Our data
are complementary to, and further extend, similar published
studies (Gu et al., 2004; White et al., 2008) owing to the
combination of an original mouse model with unaltered levels of

Ngn3 transcripts and the use of a very representative Affymetrix
array. This is illustrated by the identification of the
uncharacterized winged helix transcription factor Rfx6 which has
not been found in the above mentioned studies, but was reported
recently to be expressed in Ngn3 progenitor cells based on RT-
PCR experiments (Miyatsuka et al., 2009). In the present study,
we characterize Rfx6 expression in the mouse and its ortholog in
zebrafish, and report its crucial role in the progression of islet cell
differentiation in the latter.

Rfx transcription factors in the mouse pancreas

Regulatory factor X (Rfx) proteins are transcription factors conserved
from C. elegans to mammals. This protein family shares a typical
DNA binding domain containing a winged helix motif recognizing a
bipartite DNA sequence known as X-box. A recent survey of
mammalian genomes has identified seven Rfx genes in mouse and
human databases (Aftab et al., 2008). Major findings regarding the
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function of Rfx proteins arose from studies in invertebrates. daf-19,
the unique Rfx gene in C. elegans, has been shown to be a crucial
regulator of ciliogenesis (Swoboda et al., 2000). Similarly, Rfx in
Drosophila is necessary for ciliated sensory neuron differentiation
(Dubruille et al., 2002). In invertebrates, Rfx transcription factors are
thought to control the transcription of proteins involved in cilia
assembly in a process called intraflagellar transport (IFT). Cilia are
organelles found almost ubiquitously in vertebrate cells and are
involved in numerous developmental process and human genetic
disorders (ciliopathies) (Gerdes et al., 2009). Recently, rfx2 has been

Fig. 7. Impaired endocrine
cell differentiation,
accumulation of islet
progenitor cells and failure
of insulin-expressing cells
clustering in rfx6 morphants
in the zebrafish. (A-X) Ventral
views of the pancreas area from
embryos analysed by WISH,
anterior to the left.

(A-L) Hormone expression in the
control and rfx6 morphants at
30 hpf. (M-X) Pancreatic
expression of is/1, sox4b and
neuroD at 24 hpf and arx at 30
hpf in the control and rfx6
morphants. (Y-ZII) Lateral views
of the pancreas area from 30
hpf embryos analysed by
double-fluorescent WISH for
sox4b and is/1, anterior to the
left, dorsal to the top.
Quantifications (right side of
figure) represent the number of
positive cells per embryo for
controls and morphants.
Asterisks (*) indicate that the
difference between cell number
in control and morphants is
statistically significant by
Student’s t-test (P<0.001). Scale
bar: 14 um in A-L; 18 um in M-
X.

shown to control ciliogenesis in the zebrafish pronephros (Liu et al.,
2007). In the mouse, the expression of Rfx3 was reported in the
endocrine pancreas and it has been shown that Rfx3 loss-of-function
resulted in impaired islet cell composition and glucose tolerance (Ait-
Lounis et al., 2007). This phenotype was associated with abnormal
formation of primary cilia on islet cells. However, because the
pancreatic deletion of Kif3a, a gene involved in IFT, did not result in
endocrine failure (Cano et al., 2006), it is not clear whether the islet
phenotype in Rfx3-deficient mice results from defects in cilia
formation. In this study, we report for the first time the pancreatic
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expression of Rfx6 in the mouse and zebrafish, as well as its function
in zebrafish. Interestingly, in both the embryonic and adult mouse,
Rfx6 and Rfx3 have a very similar expression pattern in the islet
lineage. Indeed, both are expressed in Ngn3-positive endocrine
progenitors and expression is maintained in developing and adult islet
cells (this study; Ait-Lounis et al., 2007). Furthermore, Rfx3 was also
found enriched (FC 6, FDR 0.051) in our microarray profiles from
sorted E15.5 Ngn3+/eYFP+ cells, whereas Rfx1, Rfx5 and Rfx7 were
not (Rfx2 and Rfx4 are not present on the microarray). As expected
from the similar pancreatic expression pattern of Rfx6 and Rfx3 in the
mouse endocrine pancreas, hormone-expressing Rfx6-positive cells
are ciliated (data not shown). Primary cilia can be seen on endocrine
cells in the wild-type zebrafish embryo as well; however, we found
that pancreatic cells remain ciliated after rfx6 knock-down, suggesting
that rfx6 is not required for ciliogenesis in the zebrafish pancreas (see
Fig. S6, Movie S1 and S2 in the supplementary material).
Nevertheless, it is worth mentioning that Rfx proteins are known to
dimerize and interact physically with other members of the family
(Wolfe etal., 2008). Given that Rfx3 and Rfx6 are similarly expressed
in the islet lineage, one cannot exclude that Rfx3 and Rfx6 could
cooperate to regulate common targets genes in developing and adult
mouse islet cells.

Rfx6 in the hierarchy of transcription factors
controlling islet cells differentiation in the mouse
Rfx6 expression in the entire primitive gut epithelium suggests an
early function in endoderm specification and/or maintenance in
mouse. Such a broad endodermal expression was not revealed for
Rfx3, although the weak sensitivity of the Rfx3 antisense probe could
preclude the detection of low amounts of transcripts. In the developing
pancreatic buds, Rfx6 is then progressively excluded from multipotent
Pdx1+/Ptfla+ progenitor cells and becomes restricted to the endocrine
cells at E10.5, suggesting that Pdx1 and/or Ptfla might repress Rfx6
expression in uncommitted pancreatic endodermal cells as
development proceeds. Additionally, both the expression of Rfx6 in
postmitotic Ngn3-positive progenitor cells and its maintenance in
hormone-expressing cells in the embryo and adult islet lineage, further
suggest a dual role in islet cell specification/maturation and function.
At all stages analyzed, Rfx6 is lost in Ngn3-deficient pancreata,
demonstrating that Rfx6 is a downstream target of Ngn3. Importantly,
the Rfx6 expression pattern overlaps with Insm1 and NeuroD, two
previously reported direct target genes of Ngn3 (Mellitzer et al., 2006;
Huang et al., 2000). Furthermore, Rfx6 and Insm1 are maintained in
adult islet cells and their expression is similarly independent of Arx,
Pax4 and NeuroD in the embryonic pancreas. These findings suggest
that Rfx6 and Insm1 would act upstream of Arx, Pax4 and NeuroD.
Another possibility could be that, in addition to islet subtype
specification programs, Ngn3 would regulate independent generic
subroutines and thus Rfx6 (and Insm1) could belong to a novel
parallel branch of the Ngn3-dependent network. However, whether
Rfx6 and Insm1 are in the same pathway remains to be determined. At
this point, it will be important, in complement to epistasis analysis in
knock-out mice, to identify direct target genes of islet transcription
factors using ChipSeq technology to decipher regulatory branches
controlling cellular subtype or generic properties.

Role of rfx6 in zebrafish endocrine cell
differentiation

To determine Rfx6 function, we took advantage of the zebrafish
system, which has been shown to be an appropriate model to study
islet cell development. Indeed, several transcription factors have been
demonstrated to have a conserved function regarding endocrine cell

differentiation between the zebrafish and the mouse (Pauls et al., 2007;
Zecchin et al., 2004; Song et al., 2007; Yee et al., 2001). Notably
however, a functional orthologue for the mouse Ngn3, which regulates
the islet cell fate decision, has not yet been identified in the fish.
However, sox4b is found predominantly in endocrine precursor cells.
Zebrafish orthologues for all mouse Rfx proteins could undoubtedly
be identified (see Fig. S1 in the supplementary material). rfx6, but not
rfx3, was found expressed in the islet lineage in a pattern reminiscent
of mouse Rfx6 (islet precursors and mature islet cells), suggesting
functional conservation. Importantly however, rfxé was not present in
the gut endoderm, which might reflect differences in the mechanisms
controlling endoderm and/or pancreas specification between the
mouse and zebrafish. Injection of two distinct MOs resulted in severe
perturbation of islet cell development. Glucagon- and ghrelin-
expressing cells were almost absent and somatostatin-expressing cells
were drastically reduced (60-77% decrease). Importantly, arx
expression was strongly reduced in rfx6é morphants, suggesting that
rfx6 is upstream of arx in the regulatory cascade controlling alpha cell
differentiation. By contrast to glucagon-, ghrelin-, and somatostatin-
expressing cells, the number of insulin-expressing cells was only
mildly affected (19% reduction with the most efficient morpholino,
MO?2), but these cells failed to cluster. Thus, the rfxé knock-down in
zebrafish does not block the differentiation of all pancreatic endocrine
cells to the same extent. One interpretation could be that rfx6 is
involved in endocrine subtype specification and particularly in the
development of glucagon- and ghrelin-expressing cells. Another
explanation would support a role in islet cell maturation. This latter
hypothesis is reinforced by the dramatic increase in the number of
endocrine progenitors in rfx6 morphants concomitantly with a
reduction of mature endocrine cells. In this model, the mild reduction
of beta cells would be due to the early apparition of insulin-expressing
cells which appear before the onset of rfx6 expression. Indeed, in
zebrafish, insulin-expressing cells first appear around 15 hpf, followed
2 hours later by the somatostatin-expressing cells, then by the
glucagon-expressing cells at 20 hpf (Biemar et al., 2001) and finally
the ghrelin-expressing cells around 22 hpf (this study; data not
shown). As for rfx6, transcripts start to be detected only from 17 hpf
onwards. We can thus expect that when enough Rfx6 proteins are
present in the cells to control the transition from pancreatic progenitors
to more differentiated cells, the differentiation of the first endocrine
cells, ie. insulin- and somatostatin-expressing cells, is already
committed.

In conclusion, our gene expression profiling in mouse islet
progenitors revealed Rfx6, a novel Ngn3-dependent winged helix
transcription factor. Expression and functional studies demonstrated
that rfx6 is essential for normal islet cell development in zebrafish.
Genetic studies in the mouse and experiments designed to identify
Rfx6 target genes are now required to further decipher the function
of Rfx6 in the islet lineage.
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Fig. S1. Mouse and zebrafish Rfx proteins. (A) Alignment of mouse Rfx DNA binding
domains using Clustalw. (B) Comparison of mouse Rfx proteins and zebrafish
orthologues. The dendrogram was generated by comparing mouse and zebrafish Rfx
proteins using ClustalW and Treeview. Mouse sequences used for comparison: Rfx1 Mm
(NP_033081), Rfx2 Mm (NP_033082), Rfx3 Mm (NP_035395), Rfx4 Mm
(NP_001020089), Rfx5 Mm (NP_059091), Rfx6 Mm (NP_001152861), Rfx7 Mm
(NP_001028708). Zebrafish sequences used for comparison: Rfx1 Dr

(ENSDARP0O0000039332), Rfx2 Dr  (ENSDARP00000010260), Rfx3 Dr
(ENSDARP00000041235), Rfx4 Dr  (ENSDARP00000032295), RfX5 Dr
(ENSDARP0O0000086706), Rfx6 Dr  (ENSDART00000061122), Rfx7 Dr

(ENSDARP00000102179). Dr, Danio rerio; Mm, Mus musculus.



RFX6 Ki-67

Fig. S2. Rfx6-expressing cells are postmitotic in the mouse pancreas. Double
immunofluorescence for Rfx6 and Ki-67 on cryosections of mouse pancreata at different
developmental stages showing that Rfx6 is mainly expressed in non-dividing Ki-67-
negative cells. Arrows point to rare double-positive cells.
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Fig. S3. rfx6 is exclusively expressed in the pancreas area during early zebrafish
development. (A) General view of embryo stained by fluorescent wholemount in situ
hybridization (WISH) for the expression of rfx6. (B-H) Pancreatic expression starts
around 17 hpf, peaks around 24 hpf and persists at least until 72 hpf. Ventral views,
anterior to the left. Scale bars:10um. Panels A and D are the same as panels A and B in
Fig. 6.



Fig. S4. rfx6 is expressed in all of the hormone-expressing cells in zebrafish.
Ventral views of the pancreas area from 30 hpf embryos analysed by double-fluorescent
wholemount in situ hybridization (WISH), anterior to the left. The right column presents

the overlay of the left and middle panels.



Fig. S5. Targeting efficiency of rfx6 morpholinos. (A) Partial genomic structure of
the rfx6 gene. Splice sites targeted by morpholinos (MOs) are shown in red. The arrows
indicate the location of the primers used for PCR (0169:
CATCAAGGACAAGAAGAAGCAGAC and 0170: TTCCCGGAGTAAACAGAGTGATAA). (B) RT-
PCR analysis of rfx6 mRNA structure in the control (lane 1) and morphants (lanes 2 and
3) using 0169 and 0170. In the MO1 morphants, we can observe the apparition of a 360
bp band corresponding to a transcript containing intronl. In the MO2 morphants, the
amplicon is reduced in size (120 bp), indicating a deletion of exon2. The identity of the
amplicons has been confirmed by sequencing.



control rfx6 Mo2

Fig. S6. Acetylated-tubulin labelling reveals ciliated cells within the developing
pancreas of wild-type and morphant zebrafish. Experiments to visualize primary
cilia were performed on transgenic zebrafish embryos tg(pax6:GFP) where pancreatic
endocrine cells can be detected by GFP expression (Delporte et al., 2008). (A,B)
Pancreatic cell labelling using the tg(pax6:GFP) transgenic line underlines the developing
pancreas in control (A) and rfx6 Mo2 morphants (B). (C,D) Magnifications of the area in
white boxes in A and B with the acetylated-tubulin-labelled cilia in red and pax6:GFP in
green. Arrows in C and D point to cilia. The same cilia are marked with a grey dot visible
in Movies 1 and 2. Scale bars: 10 mm in A,B; 2 mm in C,D.

Delporte, F. M., Pasque, V., Devos, N., Manifroid, I., Voz, M. L., Motte, P., Biemar,
F., Martial, J. A. and Peers, B. (2008). Expression of zebrafish pax6b in pancreas is
regulated by two enhancers containing highly conserved cis-elements bound by PDX1,
PBX and PREP factors. BMC Dev. Biol.8, 1-19.



Movie 1. 3D visualization of cilia at the pancreatic cell surface in control
embryos at 24 hpf. Acetylated-tubulin-labelled cilia are in red and the pancreatic cell
using pax6:GFP-labelling is in green. Cilia are marked with a grey dot. Scale box: 2 pm.

Movie 2. 3D visualization of cilia at the pancreatic cell surface in rfx6 MO2
morphants at 24 hpf. Acetylated-tubulin-labelled cilia are in red and the pancreatic cell
using pax6:GFP-labelling is in green. Cilia are marked with a grey dot. Scale box: 2 pm.









Summary

The endocrine (islet) cells of the pancreas include alpha and beta cells which secrete the hormones glucagon
and insulin respectively, key regulators of glycaemia. During embryogenesis, the transcription factor
Neurogenin3 (Ngn3 or Neurog3) controls endocrine fate specification in multipotent pancreatic progenitor cells
in the mouse. In Neurog3 mutant mice, all pancreatic endocrine cells are lost and mice die from diabetes.
Despite these findings, our knowledge of the endocrinogenic programs implemented by Ngn3 is still
fragmentary. To gain further insight into the Ngn3-dependent regulatory network we determined the
transcriptome of purified Ngn3-positive cells, of Ngn3 mutant pancreas and of the genes induced by an ectopic
expression of Ngn3 in pancreas. Thus, we had generated a comprehensive list of potential new target genes of
Ngn3. We studied one of this gene, the winged helix transcription factor Rfx6, in mouse and zebrafish. In the
mouse, Rfx6 is initially found in the gut endoderm and then in post-mitotic islet progenitor cells in the embryo
and is maintained in hormone-expressing islet cells. Rfx6 is dependent on Ngn3 and acts upstream of or in
parallel with NeuroD, Pax4, and Arx transcription factors during islet cell differentiation. Loss of function
studies in zebrafish (collaboration with the group of M. Voz, University of Liege) revealed that rfx6 is required
for the differentiation of glucagon, ghrelin and somatostatin expressing cells which, are blocked at the
progenitor stage. In contrast, beta cells, whose number is only slightly reduced, were no longer clustered in a

compact islet. This study unveils Rfx6 as a novel regulator of islet cell development.

Résumé

Les cellules endocrines du pancréas incluent les cellules alpha et beta qui sécrétent le glucagon et I'insuline,
deux hormones qui régulent la glycémie. Au cours de I'embryogenése de la souris, c’est le facteur de
transcription Neurogenin3 (Ngn3 ou Neurog3) qui spécifie la destinée endocrine des progéniteurs
pancréatiques. En effet, en absence de Ngn3 les cellules endocrines ne se développent pas et les souris
meurent de diabete. Afin d’identifier les programmes génétiques qui contrblent la différentiation endocrine en
aval de Ngn3, nous avons déterminé le transcriptome des cellules Ngn3-positives, des mutants Ngn3, et
identifié les genes induits par une expression ectopique de Ngn3. Cette étude a généré une liste de génes
cibles potentiels de Ngn3 incluant le facteur de transcription Rfx6 qui a été étudié plus avant. Chez la souris,
Rfx6 est initialement exprimé dans I'endoderme intestinal embryonnaire puis restreint aux cellules endocrines
du pancréas en développement et adulte. Rfx6 dépend de Ngn3 et est donc spécifique du lignage endocrine ou
il agit en amont ou en parallele de NeuroD, Pax4 et Arx, des régulateurs importants de la différenciation
endocrine. L'étude de la perte de fonction chez le poisson zebre (collaboration avec I'équipe de M. Voz,
Université de Liege) a révélé que Rfx6 est requis pour la différenciation des cellules exprimant le glucagon, la
ghrelin et la somatostatine, qui sont bloquées au stade de progéniteurs. En revanche le nombre de cellules
exprimant I'insuline ne diminue que faiblement mais les cellules ne s’agregent plus en filots. En conclusion, ce

travail a dévoilé Rfx6 comme un nouveau régulateur de la différenciation endocrine du pancréas.
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