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>La possibilité de remplacer des cellules [3
déficientes par de nouvelles cellules insulino-
sécrétantes chez le patient diabétique est
démontrée par le succes de la transplantation
d’Tlots pancréatiques. Le manque de donneurs
cadavériques a stimulé la recherche de sources
alternatives de cellules 3 dont le palmares est
dominé par les cellules souches pluripotentes
humaines pouvant acquérir des caractéristiques
quasiment identiques a celles des cellules 3
et rétablir I’équilibre glycémique de souris
Néanmoins, elles

diabétiques. comportent

un risque carcinogénique actuellement

inévitable. Le pancréas adulte héberge des
compartiments cellulaires aux capacités de
transdifférenciation établies pouvant étre
exploitées pharmacologiquement in situ ou
via des phases d’expansion en culture. Cette
revue s’intéresse aux nouveaux développements

concernant la thérapie cellulaire du diabéte. <

L’Organisation mondiale de la santé (OMS) estime dans
le monde a 350 millions le nombre d’individus atteints
de diabete, entité nosologique qui

, (=) Voir le Faits et
rassemble des troubles de "homéos-

Chiffres de C. Franc,
m/s n° 8-9, aoiit-
septembre 2013,

tasie glucidique grevés d’un risque a
long terme de complications micro-
et macrovasculaires [59] (=9). page 711

Parmi ceux-ci prédomine le diabete de type 2 (DT2) qui
se développe sur un terrain d’insulinorésistance large-
ment déterminé génétiquement et entrainant, a terme,
une dysfonction des cellules B insulinosécrétantes®.
Dans le diabéte de type 1 (DT1), qui représente 10 % des
cas recensés de diabéte, une destruction auto-immune
des cellules B est responsable d’une progression plus
rapide de I’hyperglycémie et d’un dge d’apparition plus
précoce (50 % des patients sont diagnostiqués avant
I’dge de 15 ans). Alors que les modifications du style de

! Les cellules B du pancréas sont les cellules qui produisent Iinsuline.
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gie de prévention du DT1 et les traitements actuels ne permettent pas
d’atteindre les objectifs thérapeutiques tels que révélés par le dosage
de I’hémoglobine glyquée (ou glycatée) (HbA1.)? [1].

Le DT1 est donc la cible des stratégies développées pour le rempla-
cement des cellules B qui ont vu le jour en 1966 a Minneapolis avec
la premiere greffe de pancréas humain combinée a une greffe de
rein [2]. Aprés plus de 47 000 greffes d’organe (pancréas associé au
rein ou pancréas seul), la technique a été nettement raffinée. Elle
permet actuellement une survie des greffons d’environ 85% a 1 an
post-chirurgie [3], ce qui en fait une option thérapeutique pour des
patients diabétiques en insuffisance rénale [4]. Cette technique n’est
malgré tout pas généralisable étant donnés les degrés de morbidité et
de mortalité associés au geste chirurgical (75 % de survie a 10 ans), la
nécessité d’une immunosuppression a vie, et le manque de donneurs
d’organe. Ces difficultés ont stimulé la recherche pour une thérapie
cellulaire du diabéte fondée sur des sources cellulaires variées comme
les Tlots pancréatiques?®, les cellules souches pluripotentes ou les cel-
lules somatiques adultes du pancréas.

Transplantation des ilots pancréatiques

La transplantation des Tlots de Langerhans du pancréas humain s’est
développée dans les années 1970, comme une alternative moins inva-
sive a la greffe de pancréas entier. Cette technique a bénéficié de la

? ’hémoglobine glyquée est une forme d’hémoglobine ayant subi une glycation, c’est-a-dire une addition
non enzymatique de sucre sur la protéine. C’est un marqueur de la glycémie.
¥ Les Tlots pancréatiques, ou Tlots de Langerhans sont formés de cellules endocrines capables de synthéti-
ser I'insuline, le glucagon, la somatostatine et le polypeptide pancréatique.
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découverte des chambres de Ricordi* pour la purification des flots,
et du protocole de transplantation d’€dmonton (protocole établi a
I’université d’Alberta, Canada) qui associe, entre autres, I"infusion des
cellules isolées dans la veine porte (les Tlots s’implantant alors dans
le parenchyme hépatique) et I'utilisation d’un cocktail d’immuno-
suppresseurs incluant le tacrolimus, le sirolimus et le daclizumab. Ce
dernier a fait "objet d’une étude qui a permis a I’équipe de Shapiro de
démontrer en 2000 Pefficacité de la thérapie cellulaire du diabéte [5].
La technique de greffe d’flots a subit ensuite quelques améliorations
qui ont permis d’accroitre la proportion de patients devenus insulino-
indépendants, a 44 % apres 3 ans post-greffe, la majorité des patients
(60 %) conservant une HbAl. en dessous de 6,5 % (soit un taux infé-
rieur a celui caractéristique d’un diabéte) [6].

Le consortium de transplantation d’flots (CIT) a établi un registre
qui permet de documenter les conditions et I"évolution des greffes
cliniques : selon une étude rétrospective récente [7], la plupart des
patients recoivent actuellement un régime immunosuppresseur qui
associe des anticorps anti-lymphocytes T et des inhibiteurs du TNFo
(tumor necrosis factor ¢) pour I'induction, et des inhibiteurs de la
calcineurine et de mTOR (mammalian target of rapamycin) pour la
maintenance, en post-greffe. Ces nouveaux protocoles pourraient
avoir un impact important sur la survie a long terme des greffons
comme en témoigne I’étude de suivi des patients EXIIST (extended
immunosuppression in islet transplantation - ITN040CT) [8] qui
montre, chez sept patients traités au long cours (avec le tacrolimus
associé au sirolimus ou mycofenolate mofetil), la persistance d’une
fonction des flots jusqu’a 10,9 ans post-greffe, avec un impact positif
sur le contrdle glycémique (HbAl, moyenne = 6,3%). Globalement, ces
patients sont restés insulino-indépendants pendant 54 mois apres
transplantation sans rencontrer d’effets secondaires majeurs. Une
étude actuelle du CIT (CIT07), combinant le sirolimus, les globulines
anti-thymocytes et I’étanercept pour I'induction, et le tacrolimus et le
sirolimus pour I’entretien, a comme objectif primaire le controle glycé-
mique des patients (révélé par une HbAl  inférieure a 7 %) et I’éviction
des hypoglycémies séveres a 1 an, apres greffe d’flots [9]. D’autres
protocoles sont en cours d’évaluation a I'université de Miami, notam-
ment I"association du granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF)
et de 'exénatide, qui, comme supplément aux protocoles classiques,
semble permettre la fonction des greffons pendant une période pro-
longée de 4 500 jours [10].

Malgré ces efforts, la transplantation d’flots reste limitée par de nom-
breux obstacles avec, entre autres, le manque de donneurs cadavé-
riques, le besoin de deux a trois pancréas nécessaires afin de collecter
une masse critique d’flots pour la transplantation, 'immunosuppres-
sion des patients induite a long terme, et la survie limitée des gref-
fons. Certaines études évaluent actuellement la possibilité d’améliorer
I’oxygénation des flots au niveau du site de transplantation. L’équipe
de Shapiro a ainsi développé un systeme implantable en sous-cutané

* Pour que I’enzyme utilisée pour isoler les flots de Langerhans fonctionne, on place le pancréas dans une
chambre de digestion a température contrdlée. L'organe se dissout sous 'action de I’enzyme et d’un pro-
cessus mécanique de secouage. Les Tlots sont ensuite séparés du tissu pancréatique par centrifugation.
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(constitué de cathéters en nylon) permettant une néo-
vascularisation préalable du site de transplantation
[11]. Ces chercheurs observent un effet bénéfique de ce
systéme sur la fonctionnalité des Tlots greffés et sur leur
capacité a normaliser les glycémies chez des souris dia-
bétiques transplantées. D’autres pistes sont en cours
d’analyse, comme l'utilisation du vascular endothelial
growth factor (VEGF), un facteur permettant la néovas-
cularisation [12], qui pourrait étre administré locale-
ment et stimuler I'irrigation sanguine locale des flots.
Enfin, les techniques de micro- et macro-encapsulation
sont en constante évolution. Elles pourraient, a terme,
représenter une solution viable a IYimplantation des
flots, sans recours aux protocoles d’immunosuppression
[13]. Cette possibilité doit néanmoins encore faire ses
preuves dans le contexte clinique.

Cellules souches pluripotentes

Les cellules souches pluripotentes (CSP ou iPS) —qu’elles
soient embryonnaires ou induites — représentent le fer
de lance des stratégies de production in vitro et de
novo, de cellules 3 fonctionnelles. Leurs avantages sont
multiples : disponibilité a large échelle, efficacité de
différenciation et phénotypes cellulaires établis. Apres
quelques hésitations en termes de conditions de culture
et d’identification des cellules productrices d’insuline,
le domaine des cellules souches embryonnaires (CSE ou
€S) a connu un essor spectaculaire aprés la publication
en 2006-2008 des travaux de I"équipe de ViaCyte (une
compagnie spécialisée dans le développement de thé-
rapie pour le diabéte, localisée a San Diego, Californie,
états-Unis) : la démonstration fut faite en effet de la
capacité d’un protocole de différenciation, a plusieurs
étapes (sous I’effet de petites molécules et des fac-
teurs de croissance), d’induire la production in vitro
d’une population contenant 12 % de cellules sécrétant
insuline [14, 15]. Cependant, malgré I’augmenta-
tion de la sécrétion d’insuline par les cellules souches
embryonnaires différenciées aprés incubation avec
divers sécrétagogues, qui augmentent la sécrétion des
cellules endocrines (comme le tolbutamide, le chlorure
de potassium ou I'isobutylméthylxanthine), les cellules
ne répondaient pas au stimulus glucosé. Le volet in vivo
de ces investigations a néanmoins montré la capa-
cité des progéniteurs pancréatiques, dérivés de CSE
humaines, a continuer leur processus de différenciation
durant 3 a 4 mois apres transplantation dans des souris
immunodéprimées. Aprés cette échéance, les souris
traitées par la streptozotocine (qui détruit les cellules
B via le transporteur de glucose GLUT2) maintenaient
une glycémie normale grdce a la sécrétion d’insuline



humaine par les greffons de CSE différenciées — démontrant ainsi leur
capacité a produire des quantités physiologiques d’insuline active.
L'enthousiasme généré par ces études in vivo a été obscurci par la
démonstration de la propension des CSE a former des tératomes par
prolifération et différenciation incontrélée des populations cellulaires
indifférenciées [16]. Le risque repose sur la transplantation de CSE
ayant accumulé, au décours de cycles de prolifération in vitro, des
anomalies chromosomiques conférant un risque de cancérisation [17].
Les tentatives de sélection (par cytométrie en flux ou par biologie
moléculaire) des CSE engagées dans le processus de différenciation
endocrine n’ont pas permis a ce jour d’assurer I'innocuité des prépa-
rations cellulaires. La résolution des techniques de tri cellulaire n’est
pas assez performante pour éliminer la faible quantité de cellules
pluripotentes pourtant suffisantes pour le développement d’un phé-
nomene tumoral.

Malgré ces difficultés, le champ d’application des CSE a été large-
ment élargi par la publication en 2014 de deux études démontrant les
capacités des CSE a acquérir des caractéristiques matures de cellules
B in vitro. équipe de Kieffer, a Vancouver, a ainsi publié des révisions
successives du protocole développé par ViaCyte [18, 19] pour aboutir
a la production, ex vivo, en 40 jours, de cellules endocrines exprimant
toutes les caractéristiques de cellules B hormis le processus calcium-
dépendant de sécrétion d’insuline [20]. Leurs cellules 3 dérivées des
CSE humaines étaient capables de guérir le diabéte de souris dans un
délai de deux mois, c’est-a-dire aprés une phase de maturation in
vivo sensiblement restreinte. L'équipe de Douglas Melton a, quant a
elle, obtenu des cellules B « complétes » sur les plans phénotypique
et fonctionnel, avec des rendements comparables en culture entre
les cellules souches embryonnaires (CSE ou €S) et les cellules souches
pluripotentes (CSP ou iPS) induites [21]. Aprés différenciation, ces
cellules montraient des pics de sécrétion d’insuline (sous stimulus
glucosé) similaires aux cellules B primaires de pancréas adultes.
Dans cette étude, 'insuline humaine est détectée dans le sérum des
souris seulement deux semaines apres transplantation. €n outre, les
greffes de cellules P reprogrammées étaient capables de prévenir le
développement spontané de I’hyperglycémie chez les souris NRG-Akita
(NOD-Ragl™" [L-2ry™! Ins2i®) un modele d’hyperglycémie sponta-
née, qui développent normalement un diabéte dans un intervalle de
quatre semaines. €n paralléle a ces études précliniques démontrant
le potentiel des CSE pour la thérapie cellulaire du diabete, ViaCyte a
commencé une étude clinique de phase 1/2a (NCT02239354) au cours
de laquelle des patients diabétiques de type 1 regoivent un implant
sous-cutané constitué de progéniteurs pancréatiques (dérivés des
CSE) conditionnés dans un systéme de macroencapsulation développé
par la firme (Encaptra®). Il ne fait nul doute que les résultats de
cette étude clinique auront un impact au niveau international sur la
recherche impliquant les CS€ humaines, dont I'usage a déja été réalisé
en clinique, chez des patients atteints de dystrophie ou de dégénéres-
cence maculaire. Une étude menée par R.P. Lanza, a permis de montrer
la bonne tolérance a I'implantation sous-rétinienne de CSE humaines
différenciées, chez neuf sujets [22] sans signes de prolifération incon-
trélée des cellules injectées.
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Malgré les succes actuels obtenus avec les CSE, leur uti-
lisation reste grevée de difficultés encore inextricables,
comme les barrieres éthiques a la généralisation de
I'utilisation d’embryons humains, le manque de repro-
ductibilité des protocoles de différenciation de lignées
cellulaires de CSE [23], ou I'obtention de phénotypes
divergents —en I'occurrence hépatocytaires — lors de la
différenciation [24]. Les CSP induites (ou iPS) ont éga-
lement leurs tares, surtout au niveau codt/efficacité
et modifications épigénétiques/génétiques induites
par les protocoles de reprogrammation (utilisant des
facteurs de transcription oncogéniques tels que c-Myc
ou KIf4 [Kruppel-like factor 4]1) [25]. Ces limitations,
associées au risque carcinogénique, retardent I'ini-
tiation de protocoles de recherche clinique et pour-
raient constituer un frein a I’enrélement de candidats
volontaires a la transplantation. La valeur ajoutée des
CSP induites réside dans la possibilité de produire des
dérivés de cellules B autologues, ce qui a été démon-
tré chez des patients souffrant de
DTL [26] ou de diabéte monogé-
nique (autrefois appelé « MODY »

(=) Voir la Synthése
de G. Vehlo et al.,

m/s n° 8-9, aoiit-

pour maturity onset diabetes of the septembre 203,
young) [27, 60] (=¥).
Dans ce dernier cas, vu la préservation de la masse des
cellules B a long terme, I'autotransplantation de CSP

induites pourrait s’inscrire dans le contexte de modi-
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fications génomiques in vitro dans le but de réparer la
fonction déficiente (par exemple la mutation du géne
HNFIc [hepatocyte nuclear factor 1 al qui est res-
ponsable du « MODY 3 »). Cependant, I’efficacité d’une
telle technique et le rapport colts/bénéfices pour le
patient nécessitent une évaluation dans le contexte de
maladies qui ne requierent souvent, au départ, qu’'un
traitement par sulfonylurées (ou sulfamides hypoglycé-
miants) en monothérapie.

Progéniteurs facultatifs dans le pancréas adulte

Le pancréas est étudié depuis longtemps pour sa capa-
cité a héberger des cellules souches ou des progéni-
teurs facultatifs [28], c’est-a-dire dont la capacité
a proliférer et a reconstituer I’'un des compartiments
cellulaires du pancréas (endocrine ou exocrine) dépend
de stimulus extérieurs (comme une chirurgie d’exérése,
une inflammation, des facteurs de croissance). Lenjeu
est d’identifier un réservoir de cellules exploitables
pour des stratégies de différenciation en cellules [3,
soit localement, soit aprés manipulation in vitro [29].
€tant donnée I'importance d’obtenir des quantités
cliniquement significatives de cellules, la priorité est
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donnée a l'utilisation des cellules majoritairement représentées dans
le pancréas adulte.

Cellules B

Comme toutes les cellules épithéliales, les cellules B ont des capacités
de prolifération limitées. Leurs caractéristiques phénotypiques s’al-
térent aprés la perte de leurs connexions intercellulaires (lorsqu’elles
sont au sein des Tlots) et leur adhérence aux surfaces de culture cel-
lulaire. Leur réplication représente un intérét clinique majeur, mais les
stratégies pharmacologiques développées pour les stimuler péchent
par un manque de spécificité [30].

La réplication des cellules B est néanmoins possible en forcant une
transition vers un phénotype mésenchymateux, plus archaique, un
phénoméne appelé transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). La
TEM des cellules B a été démontrée en 2000 [31]. Elle a été exploitée
quasi exclusivement par I’équipe de Shimon Efrat (Université de Tel
Aviv, Israél) afin de stimuler une prolifération cellulaire importante
tout en maintenant une faculté de différenciation in vitro et un retour
possible vers un phénotype de type 3 (transition mésenchymateuse-
épithéliale, TME) avec expression d’insuline [32]. Ces cellules TEM-TME
ont des facultés de sécrétion d’insuline in vivo. L’équipe de Shimon
Efrat a en effet rapporté le controle du diabéte de souris, six semaines
apres transplantation de cellules ayant été traitées par un inhibiteur
de la voie NOTCH [33]. Ce systéme, qui permet a la masse de « cellules
[ » de se voir augmentée de 30 fois, nécessite néanmoins la validation
par les travaux d’autres équipes.

Les Tlots pancréatiques humains semblent contenir des progéniteurs
qui ont la particularité de proliférer sous forme de spheres lorsqu’ils
sont placés dans des conditions de culture clonale [34]. Ces progéni-

m/sn®4,vol. 32, avril 2016

Figure 1. Sources tissulaires
disponibles pour la thérapie cel-
lulaire du diabéte et méthodes
envisageables ou documen-
tées de transdifférenciation ou
redifférenciation (in vivo ou in
vitro) de cellules pancréatiques
endocrines (cellules o et )
ou exocrines (cellules acinaires
et ductales). CSP: cellules
souches pluripotentes.

teurs pancréatiques (bap—
tisés PMP pour pancreatic
multipotent progenitors)

@ Cellule o expriment I’insuline mais
® Cellule B pas le transporteur de glu-
@) Cellule &

cose GLUT2. Cette caracté-

@ Cellule ductale o ,
ristique permet de les sélec-

@) Cellule acinaire

@ CSP indifférenciée tionner au sein d’Tlots par

un traitement a la strep-

tozotocine qui enrichit les
cultures en populations de cellules insuline*/GLUT2fible
[35]. €n culture, les PMP ont des facultés spontanées
de différenciation en cellules B fonctionnelles et en
lignées neuronales. Ils semblent pouvoir stabiliser les
glycémies de souris NOD/SCID (non-obese diabetic/
severe combined immunodeficiency)® diabétiques sous
la limite des 300 mg/dL® immédiatement aprés trans-
plantation [34]. La capacité des PMP & produire des
lots de cellules utilisables en transplantation clinique,
de méme que leur efficacité a rétablir I"équilibre glycé-
mique in vivo, restent cependant a démontrer.

Cellules o

€n dehors des cellules 3 productrices d’insuline, les Tlots
de Langerhans sont constitués de cellules endocrines
dont la fonction est soit identifiée, comme les cellules
o (productrices de glucagon, une hormone hypergly-
cémiante) et les cellules & (qui sécrétent la somatos-
tatine qui inhibe la production des autres hormones),
soit encore largement énigmatique, comme celle des
cellules PP qui sécretent le polypeptide pancréatique
[36]. Ces cellules endocrines participent de maniére
interactive, via un réseau neurovasculaire et des fonc-
tions paracrines, a I'influence des flots sur la régulation
de I’homéostasie glucidique. Ces cellules endocrines
hyperspécialisées possedent ontologiquement des pro-

¥ Ces souris représentent un modéle de diabéte de type 1.

€300 milligrammes par décilitre représentent la limite supérieure de la glycémie.



géniteurs communs (qui expriment la neurogénine 3 [NGN3]) et sont
capables a I’état mature, de plasticité. Ce phénomene inattendu a été

dévoilé par I'équipe de Patrick Collombat grace (=) Voir la Nouvelle

de F. Thorel et
P.L. Herrera, m/s
n° 11, novembre 2010,
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a un modele transgénique de souris surexprimant
le facteur de transcription PAX4 (paired box 4),
marqueur de cellules 3, dans des cellules o pro-
ductrices de glucagon [37, 611 (=9).

Une transition des cellules o — conditionnées par PAX4 — vers un phé-
notype [ a en effet été observée, permettant un réapprovisionnement
en cellules insulino-sécrétantes suffisant pour assurer une norma-
lisation de la glycémie de souris traitées par la streptozotocine (qui
détruit les cellules ). Le groupe d’Herrera q, par la suite, étendu ces
résultats en rapportant la capacité spontanée des cellules o a étre
activées, et converties, en cellules B lorsque la masse des cellules B
était détruite a 99 % par expression de toxine diphtérique [38]. Ils
ont ainsi confirmé I'origine « o » des nouvelles cellules 3 en montrant
I"absence de ces dernieres lorsque la toxine était exprimée dans les
deux compartiments, 3 et ..

€tant donné qu'il est difficile d’évaluer I'existence et/ou la portée de
la reprogrammation a-vers-[3 spontanée dans un contexte clinique
[39], la possibilité de transposer ce mécanisme dans un contexte de
thérapie cellulaire a été évaluée. Le groupe de Collombat a choisi
une approche inhibitrice pour confirmer le modéle de plasticité
o-P. Leur étude, publiée en 2013, démontre que I'inactivation de
la spécificité des cellules o (qui est sous la dépendance du facteur
de transcription ARX [aristaless related homeobox]) entraine une
transdifférenciation o vers 3, en masse, qui s’étend jusqu’a un effet
thérapeutique dans un modeéle de diabéte murin [40]. Ueffet de masse
obtenu provient du manque de cellules o (qui perdent leur identité
par I'inhibition de ARX) stimulant ainsi I’activation de progéniteurs
NGN3*, situés en bordure des canaux pancréatiques qui empruntent le
processus de spécification en lignées 3. Les stratégies d’inhibition ont
’avantage de permettre d’envisager un traitement pharmacologique
afin de stimuler la reprogrammation o.-vers-[3, que ce soit in vivo ou
en culture, bien qu’a ce stade, il n’y ait pas de modéle convaincant de
manipulation ex vivo de cellules o humaines.

Cellules acinaires

Les cellules acinaires, qui produisent le suc digestif du pancréas, sont
largement majoritaires dans cet organe. Leur potentiel de transdiffé-
renciation en cellules 3 est donc examiné depuis plusieurs décennies
[41]. Les limites principales des cellules acinaires humaines sont leur
fragilité et leur tendance a la dédifférenciation ex vivo, les rendant
impropres a la prolifération. Ces limites ont réorienté les investiga-
tions vers des stratégies de différenciation in situ, sans recours a
I’isolement et a la culture cellulaires.

Au-dela de la controverse sur les capacités des cellules acinaires a
produire spontanément de nouvelles cellules 3 lors de pancréatecto-
mies ou autres lésions pancréatiques [42], il est admis que ces cellules
sont capables de régénérer le pancréas exocrine [43]. Elles sont
considérées a ce titre comme des progéniteurs facultatifs. Cet aspect
a mené I'équipe de Douglas Melton a développer une stratégie de
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traitement in vivo. La possibilité d’induire une transdif-
férenciation acinaire-vers-3 a été examinée en forgant
I"expression de facteurs de transcription gouvernant le
développement embryonnaire des cellules B, a savoir
PDX1 (pancreatic and duodenal homeobox 1), NGN3
(neurogenin3) et MafA [44]. Lorsque ces facteurs sont
transfectés, a 'aide d’adénovirus, chez des souris
immunodéprimées (Ragl™~) rendues diabétiques par la
streptozotocine, de nouvelles cellules B apparaissent
rapidement dans le pancréas, au point de normaliser
complétement la glycémie des animaux malades en
une semaine. Malgré I’aspect transitoire de I’expression
des trois facteurs par le vecteur viral, il semble que ce
processus de transdifférenciation soit robuste étant
donné qu’il peut étre établi a long terme (jusqu’a 13
mois aprés le traitement [45]). Bien que révolution-
naire, et adaptée pour des cultures de tissu exocrine
murin [46], cette technologie n’a pas encore fait I’objet
de confirmation par d’autres groupes ou dans d’autres
modeles in vivo.

Le potentiel de la transdifférenciation acinaire-vers-f3
n’en est pas négligé pour autant, comme le montrent
les travaux de I’équipe de Heimberg. Actifs depuis
longtemps dans les investigations visant a stimuler la
conversion acinaire-f3 de maniére pharmacologique,
I’équipe avait montré Iutilité de facteurs de crois-
sance (epidermal growth factor [€GF]) ou d’hormones
(gastrine) dans la régénération des cellules 3 [47].
L'extension de ces recherches a permis d’identifier
deux facteurs, I’EGF et le ciliary neurotrophic factor
(CNTF) qui permettent d’induire une transdifférencia-
tion acinaire-vers-3 massive chez la plupart (65 %)
des souris traitées [48]. A Pinstar du modéle adénoviral
que nous avons rapporté, le cocktail EGF/CNTF a permis
la normalisation des glycémies des souris diabétiques
(diabete induit par alloxan) seulement cinq jours
aprés traitement par pompes osmotiques. Cette étude
représente un pas supplémentaire vers la découverte
de stratégies de régénération des cellules B qui sont
envisageables en clinique, du moins lorsque les effets
indésirables d’un traitement systémique seront soupe-
sés (par exemple le rdle que peut présenter I’EGF dans le
cancer pancréatique [49]).

Cellules ductales

Les cellules ductales ou canalaires du pancréas sont
responsables, chez ’embryon, de la formation des
trois compartiments cellulaires (endocrine, acinaire
et ductal) selon un principe morphogénétique d’arbo-
rescence [50]. Chez 'adulte, les cellules ductales sont
quiescentes mais elles semblent contenir des progéni-
teurs facultatifs qui, via réactivation de I"expression
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de NGN3, pourraient participer a divers processus de régénération
[40, 51]. Le rdle et I'identité de ces progéniteurs restent imprécis et
controversés [52]. Les cellules ductales ne représentent pas un modele
idéal pour des stratégies d’expansion ou de transdifférenciation in
vivo, étant impliquées dans le cancer pancréatique [53].

Malgré tout, les cellules ductales possédent plusieurs avantages
majeurs par rapport aux autres types cellulaires du pancréas : elles
résistent aux méthodes d’isolement tissulaire (notamment elles
sont résistantes a la trypsine qui est utilisée pour séparer et isoler
les cellules), a la mise en suspension, & la culture cellulaire et a
la cryopréservation ; elles expriment des protéines de surface qui
permettent leur tri par cytométrie en flux (comme CA19-9 [cancer
antigen 19-91 [54] et CD133 [55]) ; elles sont potentiellement aptes
a se différencier in vitro en cellules B comme cela a été démontré
a partir de tissus humains [56]. Les cellules ductales sont donc
robustes mais elles proliférent peu et perdent leurs caractéristiques
phénotypiques aprés dissociation tissulaire [57]. €n partenariat
avec I’équipe de Susan Bonner-Weir, nous avons développé un sys-
teme d’expansion in vitro de cellules ductales CA19-9* isolées de
pancréas humains. Aprés isolement, les cellules sont incubées avec
un milieu de croissance endothéliale qui a la particularité d’induire
une TEM des cellules CA19-9* qui entrent en phase de prolifération et
réalisent jusqu’a 22 doublements de population [58]. Aprés expan-
sion, environ 35 % de ces cellules dérivées des canaux humains (en
anglais human duct-derived cells ou HDDC) acquieérent des capacités
de sécrétion d’insuline apres 14 jours de contacts successifs avec
des molécules et facteurs de croissance, selon un schéma reprodui-
sant 'ontogenése des cellules 3. Les HDDC ont I'avantage de leur
nombre (il est possible d’en collecter 10'* en 1 mois de culture) et
de la résistance des cellules différenciées au stockage a -196 °C.
Uobjectif est actuellement d’optimiser ce potentiel de différencia-
tion et d’en apprécier I'efficacité dans un modéle murin de diabete.

Conclusion

Le concept de la thérapie cellulaire a été établi grace aux succes de
la transplantation d’ilots, qui reste a ce jour le seul traitement ayant
permis un arrét complet de I'insuline chez des patients diabétiques de
type 1. Uefficacité de ce traitement est en constante évolution mais
souffre actuellement du manque de donneurs disponibles et éligibles
pour la greffe, et du recours a une immunosuppression a long terme
associée aux effets indésirables inacceptables dans certains contextes
(notamment pédiatrique).

A ce jour, P'alternative la plus prometteuse aux flots correspond aux
CSP que quelques équipes ont réussi a porter a des niveaux de sophis-
tication élevée en termes de fonctionnalité 3, avec effet curatif dans
des modeles murins de diabéte. La plasticité des cellules souches a
également un colit en ce qu’elle occasionne la croissance et la dif-
férenciation incontrolée de toute cellule transplantée dans un état
indifférencié. Uavénement des techniques de macro-encapsulation
permettra peut-€tre de pallier les risques pour le patient, ce que des
investigations cliniques évaluent actuellement.
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Enfin, le pancréas adulte contient des cellules épithé-
liales qui, de par leurs propriétés de prolifération en
culture ou de plasticité in vivo, pourraient constituer
d’excellents candidats pour des protocoles translation-
nels de transdifférenciation in vitro puis transplanta-
tion ou de traitement pharmacologique, idéalement en
utilisant des molécules dont I'usage est approuvé en
clinique. ¢

SUMMARY

Cellular therapy of diabetes: focus on the latest
developments

Islet transplantation has set the ground for diabetes
cell therapy and is still undergoing various develop-
ments that might improve clinical outcomes. Alternative
sources for [3-cell replacement strategies are now led by
human pluripotent stem cells that demonstrate near-
normal B-cell features after in vitro differentiation and
which can reverse diabetes in mice. Yet, their propensity
for tumor formation is still unresolved. The adult pan-
creas is suggested as a reservoir of facultative proge-
nitors that could represent adequate candidates for
[B-cell engineering, either in vivo through pharmacolo-
gical treatment or after expansion in culture. This review
focuses on the latest developments in protocols aiming
at de novo production of functional 3 cells. ¢
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