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Conversion de cellules o
pancréatiques en cellules 8

Patrick Collombat, Ahmed Mansouri

> Le pancréas joue un réle prépondérant
dans le maintien de I’équilibre nutri-
tionnel par la sécrétion d’enzymes et
d’hormones. Cet organe est composé
de trois types cellulaires majeurs: les
cellules acinaires (sécrétant des enzy-
mes digestifs), les cellules canalaires
(formant un réseau de canaux assurant
le transport des enzymes digestifs) et
les cellules endocrines (produisant dif-
férentes hormones). Ces derniéres sont
organisées en Tlots de cellules appelées
ilots de Langerhans composés de 5 types
cellulaires: a, B, O, € et PP, sécrétant
respectivement les hormones glucagon,
insuline, somatostatine, ghréline et PP
(polypeptide pancréatique). Parmi ces
hormones, I'insuline induit une dimi-
nution de la glycémie en cas d’exces
de glucose sanguin, alors que le gluca-
gon a un effet inverse en promouvant
une augmentation de la glycémie dans
I’éventualité d’une hypoglycémie. Notre
groupe étudie le diabete de type I, une
maladie touchant plus de vingt millions
de personnes dans le monde et que
caractérise la perte sélective des cel-
lules B sécrétant I’hormone insuline. |l
en résulte une hyperglycémie pouvant
s'avérer létale malgré I"administration
quotidienne d’insuline.

Afin de mieux comprendre les méca-
nismes impliqués dans la genése des
différents types cellulaires endocrines
au cours du développement embryon-
naire avec I"espoir de pouvoir appliquer
ces connaissances a la génération de
cellules B in vitro et/ou in vivo, nous
nous sommes focalisés sur deux fac-
teurs de transcription. Ces facteurs,
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Arx (aristaless related homeobox) et
Pax4 (paired box 4 gene) jouent un rdle
prépondérant durant la formation du
pancréas endocrine, ce que nous avons
démontré en générant puis analysant
des souris mutantes pour chacun de ces
facteurs. Les souris déficientes en Arx
meurent d’une hypoglycémie causée par
la perte des cellules a, celle-ci s’ac-
compagnant d’une augmentation pro-
portionnelle du nombre de cellules 3 et
O [1]. La situation inverse fut observée
en cas de déficience en Pax4: la perte
des cellules B et & et un accroissement
relatif du nombre de cellules o entrai-
nent une hyperglycémie létale [2]. €n
outre, des expériences supplémentaires
montrerent que les protéines Arx et Pax4,
bien que coexprimées précocement,
inhibent mutuellement la transcription
de leurs genes [1, 3]. Notre conclusion
fut la suivante: au cours du dévelop-
pement embryonnaire, Arx et Pax4 sont
initialement produites sous une forme
inactive dans les cellules précurseurs
des cellules endocrines. U'activation de
I'un des facteurs (probablement par des
signaux extrinséques) conduit a I'ex-
tinction de I'autre : si Pax4 prévaut, les
destins cellulaires B et & sont favorisés
aux dépens de la formation des cellules
. Inversement, seules les cellules o se
développent lorsque Arx prédomine.

Plasticité des cellules o et B

des ilots de Langerhans

Afin de déterminer si les fonctions induc-
tives de ces deux facteurs de transcrip-
tion pouvaient aussi s’appliquer a des
cellules endocrines différenciées et non
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pas seulement a leurs précurseurs imma-
tures, nous avons tout d’abord généré
des souris transgéniques permettant
I’expression conditionnelle et inductible
du géne Arx dans des cellules 3 adultes
[4]. En combinant cette approche avec
une analyse du devenir de ces cellules,
nous avons pu montrer que ces cellules
B exprimant Arx de fagon ectopique
étaient littéralement converties en cel-
lules présentant toutes les caractéris-
tiques de cellules ov ou PP. Ces résul-
tats suggéraient donc que les cellules
[ sont en fait plus plastiques que nous
ne I'avions pensé précédemment. Dans
le cadre de la recherche sur le diabéte
de type | et du besoin associé de rem-
placer les cellules B perdues, nous nous
sommes alors demandé si la conversion
inverse (de cellules o en cellules )
pouvait étre réalisée. Nous avons donc
généré des souris dans lesquelles il est
possible d’induire I"expression du gene
Pax4 spécifiquement dans les cellules
o exprimant I’hormone glucagon (sou-
ris conditionnelles Pax4Glu) [5]. Les
animaux les plus jeunes étaient initia-
lement hypoglycémiques et devenaient
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hyperglycémiques avec I’age, ne sur-
vivant pas plus de douze semaines. €n
outre, une hyperplasie des cellules
exprimant 'insuline fut aussi observée,
les flots de Langerhans de ces animaux
Pax4Glu étant approximativement six
fois plus volumineux que ceux des ani-
maux sauvages. Une analyse approfon-
die de ces cellules exprimant I’hormone
insuline indiqua qu’elles présentaient
toutes les caractéristiques de cellules 3
normales et qu’elles dérivaient toutes
de cellules a.

Régénération de cellules ol

compensant la diminution du glucagon
La démonstration de la conversion des
cellules o en cellules B ne suffisant pas
a expliquer le surnombre de ces dernie-
res, nous avons essayé d’en comprendre
le mécanisme et la genese. Notre étude
révéla la présence continuelle de cellules
exprimant I"hormone glucagon dans les
flots de Langerhans des souris Pax4Glu,
ces cellules étant toujours détectées au
voisinage de canaux pancréatiques. Les
cellules o0 Pax4Glu ayant été « transdif-
férenciées » en cellules B sécrétant de
IYinsuline ne pouvaient pas étre a I'ori-
gine de cette hyperplasie; nous avons
donc conclu que la régénération des
cellules o faisait intervenir la proliféra-
tion d’une autre population de cellules
qui se trouvaient dans un état de tran-
sition avant I'induction de Pax4 et leur
transformation en cellules . Plusieurs

modeles de souris transgéniques carac-
térisées par une hyperplasie des cellules
o ont été décrits antérieurement, et
leur dénominateur commun était une
altération des voies de signalisation du
glucagon induisant une augmentation
compensatrice du nombre de cellules a.
Nous étions dans une situation similaire,
ol la perte des cellules o provoquée par
leur transformation en cellules B pou-
vait expliquer leur régénération. Pour
le vérifier, nous avons traité nos souris
Pax4Glu avec I’hormone glucagon durant
trois semaines. De fait, le nombre de
cellules B et donc la taille des Tlots
diminuérent significativement indiquant
que la déficience en glucagon provoquée
par I’expression ectopique de Pax4 dans
les cellules o et leur conversion en cel-
lules B était le stimulus responsable de
la régénération des cellules .. Ce cycle
glucagon-dépendant de régénération/
conversion semblait donc a I'origine de
hyperplasie des cellules B observée
dans nos animaux.

Réactivation de Ngn3

dans les cellules canalaires :

source de nouvelles cellules O

Une hypothése plausible impliquait
les cellules canalaires: elles peuvent
exprimer le gene Ngn3, normalement
détectable exclusivement au cours du
développement embryonnaire et respon-
sable de la spécification vers le destin
endocrine [6]. €n effet, le groupe de

@ Cellules glucagon”

@ Cellules insuline’

@ Cellules glucagon® Pax4*
@ Cellules canalaires

H.Heimberg a récemment observé la
réactivation de ce gene dans les canaux
pancréatiques de souris secondairement
a leur ligature [7] et la conversion des
cellules canalaires en cellules endocri-
nes. €n collaboration avec ce groupe,
nous avons alors suivi le devenir des
cellules canalaires dans le pancréas
de nos souris Pax4Glu. Ce travail nous
permis de démontrer la réactivation de
Ngn3 et de suggérer la conversion des
cellules canalaires en cellules endocri-
nes, un processus requérant I’expression
de Ngn3. Reste a comprendre les méca-
nismes précis par lesquels le déficit en
glucagon stimule 'expression de Ngn3
dans les cellules canalaires, et leur spé-
cification en cellules endocrines...

Une « transdifférenciation »
fonctionnelle in vivo

Finalement, dans le but de vérifier si
les cellules B induites dans les souris
Pax4Glu étaient fonctionnelles, nous
avons induit un diabeéte de type | chimi-
que par injection de streptozotocine,
un composé provoquant la destruc-
tion sélective des cellules 3. Les souris
controles soumises a un tel traitement,
mais aussi les souris Pax4Glu dgées de
plus de 4 semaines, décéderent rapide-
ment des conséquences d’une hypergly-
cémie. Il est important de noter que de
plus amples analyses des souris Pax4Glu
les plus vieilles montréerent que cel-
les-ci étaient déja hyperglycémiques

Figure 1. Conversion de cellules o pancréa-
tiques en cellules B sécrétrices d’insuline.
Uexpression forcée du gene Pax4 dans les
cellules exprimant I’hormone glucagon (A-B)
provoque la conversion de ces dernieres en
cellules B (€) et par la méme une déficience
en glucagon. Nos analyses suggérent que cette
déficience conduit a I'activation de mécanis-
mes physiologiques de compensation résul-
tant en la prolifération des cellules canalaires
et leur conversion en cellules productrices de

glucagon (C). Toutefois, celles-ci sont & nou-

veau converties en cellules 3 suite & I'activation de Pax4 (D-£). Ce cycle de néogenése/redifférenciation (€-F) induit le développement d’flots

géants composés principalement de cellules présentant toutes les caractéristiques de cellules B (F). Notamment, ces cellules peuvent inverser les

conséquences d’un diabete de type | induit chimiquement.
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et affaiblies du fait d’une insensibilité a
I’insuline et d’une intolérance au glucose
trés probablement provoquées par le nom-
bre excessif de cellules 3. Cependant, et de
fagon étonnante, les souris Pax4Glu les plus
jeunes résistérent : aprés une augmentation
massive de la glycémie, un retour progres-
sif a la normale fut mis en évidence. Des
analyses détaillées indiquerent qu’apres la
destruction des cellules B par la strepto-
zotocine, une régénération de ces derniéres
était survenue, ces cellules dérivant toutes
de cellules a.

« Conversion cellulaire »,

une stratégie d’avenir pour

le traitement du diabéte de type | ?

€n résumé, nos découvertes les plus récentes
indiquent que I’expression de Pax4 dans les
cellules o induit leur conversion en cellules
B (Figure 1). La déficience en glucagon qui
en résulte induit la régénération continuelle
des cellules o, celles-ci étant par la suite
converties en cellules B. Nous montrons,
en outre, qu'un tel cycle nécessite la ré-
expression du gene Ngn3 et que les cellules

diabéte de type | était induit chimique-
ment, et par la méme de traiter ce dia-
beéte. Ces résultats suggerent donc que la
modulation de Pax4, ou de I'une de ces
cibles moléculaires pourrait représenter
une nouvelle voie de recherche vers le
traitement du diabete de type I, mais
aussi contribuer a I'établissement de
protocoles de différenciation de cellules
B in vitro et/ou in vivo. ¢

Pax4 transdifferentiates
glucagon-secreting o cells

to insulin-secreting B

endocrine pancreatic cells
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Les laboratoires Allergan ont le plaisir de vous annoncer que le Prix Allergan de la
SFO 2008 a été attribué cette année au Dr Cédric Lamirel (CHU d’Angers) pour un travail
original intitulé « Une vision du glaucome depuis 'aire corticale V5/hMT ». Ce prix a été
décerné pendant le congrés de la SFO, le mardi 12 mai 2009.

Le Prix Allergan de la SFO récompense, a hauteur de 5000 €, un travail de recherche
original pharmacologique, clinique, paraclinique ou thérapeutique réalisé par un
ophtalmologiste dans le domaine du glaucome.

Comité scientifique 2009 : Professeurs Jean-Paul Renard (Hépital Militaire du Val
de Grdce - Paris), Jean-Philippe Nordmann (CHNO des Quinze-Vingts - Paris), Jean-
Francois Rouland (Hépital Huriez - CHRU de Lille), Philippe Denis (Hdpital €douard
Herriot - Lyon), Docteurs Eric Sellem (Centre Ophtalmologique Kléber - Lyon) et Philippe
Lassalle (Laboratoire Allergan) sous la présidence du Dr Béatrice Cochener (CHU de
Brest), présidente de la Société Francaise d’Ophtalmologie.

Docteur Cédric Lamirel
lauréat du Prix 2009

Les laboratoires Allergan renouvellent ce Prix pour I’année 2010, qui sera remis pendant le 116® Congres de la
SFO, en mai 2010. Les candidats devront soumettre leur dossier avant le 1°" mars 2010.

Pour tout renseignement complémentaire sur les modalités de candidature, merci de vous adresser directement
au secrétariat du Prix au 04 92 92 44 76 ou a 'adresse Email suivante : lassalle_philippe@allergan.com
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