richesse globale en mTEC [7, 8]. Enfin,
la combinaison de ces trois signaux
LTBR-LTat1P2, RANK-RANKL et CD40-
CD40L, déclenchés uniquement dans le
contexte d’une interaction spécifique
de I’Ag entre les mTEC et les thymocytes
(D4, est nécessaire a I’organisation et
a la différenciation correctes des mTEC
(Figure 2).

Conclusion

Les mTEC exprimant AIRE sont néces-
saires a I'induction de la tolérance au
soi des cellules T. Leur différenciation
est contr6lée en retour par les thymo-
cytes autoréactifs CD4* via I’expres-
sion spécifique de CD40L et RANKL. Ces
interactions bidirectionnelles consti-
tuent un mécanisme de régulation qui
permet au thymus d’adapter sa capacité
a éliminer de fagon optimale les cellules
T autoréactives. ¢

Medullary thymic epithelial cells
expressing Aire, key mediators
in the induction of T-cell tolerance
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Cellules béta pancréatiques

La premiere lignée humaine fonctionnelle

Philippe Ravassard!, Paul Czernichow?, Raphaél Scharfmann®

> Le pancréas est un organe complexe
exercant des fonctions exocrines et
endocrines. Le pancréas exocrine est
composé de cellules acinaires produi-
sant et sécrétant les enzymes de la
digestion qui seront acheminées vers
Iintestin via le systeme des canaux pan-
créatiques. Le pancréas endocrine, qui
contr6le I’homéostasie du glucose, est
organisé en microorganes, les Tlots de
Langerhans, dispersés dans I’ensemble
du tissu pancréatique et composés de
cing types cellulaires, o, B, 9, € et PP
sécrétant respectivement le glucagon,
IYinsuline, la somatostatine, la ghré-
line et le polypeptide pancréatique, les
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cellules insulino-sécrétrices étant de
loin les plus nombreuses. Le diabete de
type | est la conséquence d’une destruc-
tion auto-immune des cellules B alors
que le diabete de type Il résulte de la
combinaison d’une résistance a I'insuline
et d’une sécrétion d’insuline inadéquate.
Ainsi, pour les deux formes de diabete,
la masse fonctionnelle de cellules B
n’est pas suffisante pour le contrdle
de la glycémie. Ces deux pathologies
touchent aujourd’hui prés de 200 mil-
lions de personnes dans le monde.

L'étude des cellules béta humaines est
importante pour comprendre non seule-
ment leur fonctionnement mais aussi la
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physiopathologie des diabetes. 'acces a
des cellules béta humaines primaires est
cependant extrémement difficile. Il est
donc nécessaire de disposer d’une source
illimitée de telles cellules, ce que permet
par exemple la production de lignées
immortalisées. Ces lignées seront utiles
pour le développement de nouvelles
thérapies, soit pharmacologiques soit
basées sur la transplantation de cellules.
Au cours des trente derniéres années,
de nombreux groupes de recherche ont
tenté de dériver des lignées de cellules
béta humaines, sans succés. Nous avons
récemment développé une technologie
originale qui nous a permis de générer la
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lignée EndoC-BH1 qui présente les carac-
téristiques fonctionnelles des cellules
béta humaines [1].

Loutil de départ : un modéle

de pancréas transgénique humain

Bien qu’il n’existe pas de lignées de
cellules béta pancréatiques humaines,
de nombreuses lignées béta existent
chez les rongeurs. Une large proportion
de ces lignées ont été produites a par-
tir de souris transgéniques qui expri-
ment le géne codant pour une protéine
immortalisante, I"antigéne T de SV40
(SV40OLT, simian virus) sous le contrdle
du promoteur de I’insuline [2, 3]. Dans
ces souris transgéniques, le processus
d’immortalisation a lieu pendant la
phase d’ontogenese de la cellule béta.
Nous nous sommes inspirés de cette
approche et nous I"avons adaptée aux
cellules humaines. Nous avons pour
cela bénéficié de deux avancées expé-
rimentales importantes.

« La premiere, issue des travaux du
groupe de R. Scharfmann et P. Czernichow

au début des années 2000, a rendu
possible la génération de souris huma-
nisées portant un pancréas humain
mature et fonctionnel [4, 5]. Un frag-
ment d’un bourgeon pancréatique
provenant d’un feetus humain est
transplanté dans une souris immuno-
incompétente (SCID, severe combi-
ned immunodeficient). Ce fragment est
riche en progéniteurs pancréatiques
et dépourvu de cellules matures. Six
a huit mois plus tard, I"ébauche pan-
créatique est entierement différenciée
et la souris porte un « mini » pancréas
humain fonctionnel capable de contro-
ler la glycémie de la souris héte. Ainsi,
un systeme dynamique récapitulant
la différenciation et la morphogenese
du pancréas humain a été développé.
L’ensemble de la procédure se fait en
accord avec les lois de bioéthique en
vigueur dans notre pays.

+ La seconde avancée vient de la pos-
sibilité d’effectuer un transfert de géne
dans ce modele dynamique, comme
nous I"avons montré. La transduction de

I’ébauche pancréatique feetale a I'aide
de vecteurs lentiviraux permet I'inté-
gration d’un transgene dans le génome
de progéniteurs pancréatiques [6]. €n
combinant le modele dynamique et la
procédure de transfert de gene, il est
ainsi possible de générer des pancréas
humains transgéniques se développant
chez la souris SCID.

Etablissement de lignées de cellules
béta humaines : une approche
originale en plusieurs étapes

Nous avons établi une procédure expé-
rimentale en plusieurs étapes afin de
générer des lignées de cellules béta
humaines (Figure 1). (1) La pre-
miére étape consiste en un transfert
du transgene immortalisant SV40LT -
dont I’expression est contrdlée par
le promoteur de I'insuline - dans des
pancréas feetaux humains immatures
riches en progéniteurs non encore dif-
férenciés. Ainsi, toutes les cellules
transduites par le vecteur lentivi-
ral integrent le transgene dans leur

Transduction
avec un vecteur
lentiviral RIP-SV40LT

Bourgeon
pancréatique
feetal humain

transduit dans une souris

Transplantation du tissu

immuno-incompétente
(scip

riche en cellules
progénitrices

Intégration du transgene
dans le génome
des cellules progénitrices

)
> e

Apres quelques mois

dans la souris, les cellules

Formation d’un
insulinome composé
de cellules béta
en prolifération active

immatures se sont
différenciées en cellules
matures. Les cellules
béta expriment SV40LT

s @ .
Amplification chez la souris
des cellules béta exprimant

T T

Prélevement et dissociation

Prélevement et

de I’insulinome. Expression  dissociation
de hTERT par transduction du greffon.
lentivirale, puis nouvelle Amplification
transplantation in vitro.
Obtention de
lalignée
€ndoC-BH1

a la fois SV40LT et hTERT

Figure 1. Schéma récapitulatif de la procédure expérimentale de production de la lignée EndoC-PBHI. Etape 1. Transduction d’ébauches feetales

humaines avec un vecteur lentiviral RIP-SV40LT exprimant Pantigéne T de SV40 sous le contrdle du promoteur de I'insuline (RIP). Etape 2.

Transplantation chez la souris SCID du tissu transduit. Aprés quelques mois on observe la formation d’un insulinome. U'analyse immunohistochimique

d’une coupe de cet insulinome révéle un trés grand nombre de cellules exprimant I’insuline (rouge) et coexprimant le marqueur de prolifération

Ki67 (vert). Etape 3. Les insulinomes sont prélevés, dissociés et les cellules transduites avec un nouveau vecteur exprimant la telomerase reverse

transcriptase humaine (hTERT) sous contrdle du promoteur de I'insuline. Uexpression de ce transgéne hTERT permet de prévenir la sénescence des

cellules en prolifération active. Les cellules nouvellement transduites sont transplantées dans une souris SCID et conduisent a la formation d’un

nouvel insulinome. Etape 4. Cet insulinome est prélevé, dissocié et les cellules amplifiées en culture, aboutissant a la production d’une lignée de

cellules béta pancréatiques. Les cellules de la lignée EndoC-BH1 sont positives pour I'expression de I'insuline (marquage rouge). Le noyau des

cellules est visualisé en bleu.
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génome. Dans les cellules non diffé-
renciées, ne sécrétant pas d’insuline,
ce promoteur reste silencieux. (2) La
deuxieme étape consiste a transplan-
ter dans la souris SCID le tissu feetal
transduit. Les progéniteurs transduits
qui se différencient en cellules béta
transcrivent le géne de I’insuline et
parallelement activent I’expression de
SV40LT. Ces cellules béta acquierent
alors un avantage sélectif et forment
dans le greffon un insulinome. Ainsi,
la grande originalité de notre systeme
expérimental tient en ce qu’il n’immor-
talise pas directement des cellules
béta matures, mais ces mémes cel-
lules au cours de leur processus de
différenciation. Huit a dix mois apres
transplantation, la formation d’insuli-
nomes est observée de fagon systéma-
tique. Ces insulinomes sont principale-
ment composés de cellules proliférant
activement et exprimant Iinsuline
(Figure 1). (3) Ces insulinomes sont
prélevés et dissociés, et les cellules
transduites avec un second vecteur
lentiviral exprimant hTERT (telomerase
reverse transcriptase), la sous-unité
catalytique. U'ajout du transgéne hTERT
est destiné a prévenir la sénescence
des cellules qui proliferent activement.
Apres transduction, les cellules sont
transplantées chez une nouvelle sou-
ris SCID. Quelques mois plus tard, un
nouvel insulinome se développe. Il est
dissocié et les cellules sont amplifiées
in vitro, aboutissant a I’établissement
de lignées de cellules béta humaines
(étape 4). La lignée EndoC-PH1 est une
de ces lignées et présente des proprié-
tés similaires a celles de cellules béta
adultes.
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€ndoC-fH1 : une lignée immortalisée
fonctionnelle

Les caractéristiques phénotypiques des
cellules EndoC-BH1 ont été étudiées en
détail. Ces cellules expriment le gene de
I’insuline, synthétisent et stockent une
insuline mature. Le niveau d’expression
du gene de I’insuline et celui de I'insuline
stockée dans les cellules EndoC-PH1
représentent 10 % des niveaux observés
dans des cellules béta humaines pri-
maires. De plus, EndoC-BH1 exprime un
large éventail de marqueurs spécifiques
des cellules béta : (1) les facteurs de
transcription spécifiques ; (2) 'ensemble
des protéines impliquées dans la réponse
au glucose ; (3) les facteurs contrd-
lant la maturation de I'insuline ; (4)
la machinerie de sécrétion de I'insuline
et ses contrdles. €Enfin, les marqueurs
spécifiques des autres types cellulaires
pancréatiques, exocrines ou endocrines
ne sont pas exprimés. Nous avons aussi
évalué les propriétés sécrétoires des cel-
lules in vitro et démontré que la sécrétion
d’insuline est directement régulée par
le glucose. Elle peut étre stimulée par
des molécules sécrétagogues utilisées
en clinique comme les sulfonylurées et
les agonistes du GLP1 (glucagon-like
peptide-1). La fonctionnalité des cel-
lules EndoC-BHI a été confirmée in vivo,
puisqu’elles permettent le contrdle et la
normalisation de la glycémie aprés leur
greffe chez des souris diabétiques. €n
résumé, les cellules EndoC-BH1 sont phé-
notypiquement proches de cellules béta
humaines adultes, sécretent I'insuline en
réponse a la stimulation par le glucose
et sont capables in vitro de restaurer le
controle de la glycémie chez ces souris
diabétiques.

> Grace a m/s, vivez en direct les progres
des sciences biologiques et médicales

Bulletin d’abonnement
page 222 dans ce numéro de m/s

Ces lignées cellulaires représentent un
outil unique et majeur qui doit per-
mettre de tester de nombreuses
hypothéses scientifiques concernant
la physiologie des cellules béta pan-
créatiques humaines. De plus, ces cel-
lules se prétent bien a la découverte de
nouvelles molécules d’intérét pharma-
cologique. Enfin, elles offrent un bon
modele cellulaire lors des évaluations
précliniques de thérapie cellulaire du
diabete. ¢

First immortalised cell lines
phenotypically and functionally
equivalent to human insulin-secreting
pancreatic beta cells
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