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tion directe, dirigée, rapide et massive
remet ces notions au cceur des perspecti-
ves thérapeutiques les plus passionnantes.
Pour réaliser ces réves, il conviendra de
trouver une alternative aux vecteurs viraux
intégratifs, par exemple par 'usage d’adé-
novirus ou de protéines recombinantes. Il
faudra également s’assurer que la trans-
différenciation s’effectue dans la bonne
direction, celle de I’organe a soigner et non
d’un autre organe, voire en des cellules
n’existant pas naturellement, sans quoi
la réalisation de la plasticité cellulaire
pourrait transformer le réve de médecine
régénérative en cauchemar de Kafka ! ¢

Induced transdifferentiation :
revisiting cellular plasticity
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Génération de cellules
B-pancréatiques par conversion
spontanée de cellules 0

chez des souris diabétiques

Fabrizio Thorel, Pedro L. Herrera

Fonctions endocrines

et exocrines du pancréas

Le pancréas est une glande qui remplit
deux fonctions métaboliques importan-
tes. La premiere est la production, par
les cellules acinaires pancréatiques,
des enzymes digestives nécessaires a la
dégradation des aliments. Ces enzymes
sont excrétées et acheminées au travers
d’un réseau de canaux jusqu’a I'intestin,
ol les aliments seront digérés et absor-
bés. Les cellules acinaires et canalaires
constituent la partie exocrine du pan-
créas et représentent environ 99 % de
toutes les cellules de cet organe.

La seconde fonction du pancréas est
la synthése des hormones responsa-
bles de la régulation de I'utilisation du
sucre issu de la digestion des aliments
et donc du contrdle de la glycémie (taux
de sucre dans la circulation sanguine).
Cette régulation permet de contrebalan-
cer les épisodes d’hyperglycémie apres
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les prises alimentaires et d’augmenter la
glycémie a la suite du jeline. La produc-
tion d’hormones est assurée par la partie
endocrine du pancréas, qui est organisée
en groupes de cellules appelés Tlots de
Langerhans. Ceux-ci ne représentent que
1% du poids de I"organe. Les cellules a,
BB, 6 et PP synthétisent, respectivement,
le glucagon, I’insuline, la somatostatine
et le polypeptide pancréatique. Elles
constituent les différents types cellu-
laires endocriniens matures des Tlots
pancréatiques adultes [1].

Le besoin de nouvelles approches

thérapeutiques anti-diabétiques

Les cellules B ont une grande longévité
et, par conséquent, proliferent peu au
cours de la vie d’un individu. Lors de
circonstances ou la demande en insu-
line est accrue, comme en cas d’obé-
sité ou pendant la grossesse, la taille
et le nombre des cellules B peuvent
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augmenter, respectivement via une aug-
mentation de la production d’insuline et
la stimulation de la division cellulaire.

Un déficit en cellules B, ou I’incapacité
de celles-ci a produire suffisamment
d’insuline, conduit a une augmenta-
tion soutenue de la glycémie se tradui-
sant par une production élevée d’urine,
c’est-a-dire un diabéte. Dans le diabéte
de type 1, maladie auto-immune qui
représente la forme la plus courante de
la maladie chez I'enfant, les cellules
sont éliminées complétement par le
systeme immunitaire. Par conséquent,
ces patients doivent recevoir des injec-
tions quotidiennes d’insuline pendant
toute leur vie. Cependant, cette stra-
tégie thérapeutique ne permet pas un
controle précis de la glycémie et n’évite
pas les effets nocifs sur les vaisseaux
sanguins qui peuvent conduire a I'insuf-
fisance rénale, la cécité ou la gangrene.
Ces complications justifient le déve-
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Apparition de
nouvelles cellules B

loppement de nouveaux traitements, plus
adaptés, dont des approches innovantes de

médecine régénérative.

Dans ce contexte, notre laboratoire cherche
depuis de nombreuses années a explorer si le
pancréas adulte possede la capacité intrin-
séque de générer de nouvelles cellules B
aprés leur perte totale, c’est-a-dire dans
une situation similaire a celle du diabete
de type 1. Ceci impliquerait forcément que
la formation de ces nouvelles cellules passe
par des mécanismes autres que la proliféra-
tion des cellules 3 elles-mémes. Pour explo-
rer cette hypothése, nous avons produit une
souris transgénique chez laquelle on peut
induire "élimination sélective de quasiment
toutes les cellules B, mais en I'absence de
processus auto-immun. De cette fagon nous
avons pu étudier la régénération des cellu-
les endocrines car, si de nouvelles cellules
productrices d’insuline venaient a se diffé-
rencier, elles ne seraient pas détruites par le
systéme immunitaire [2].

Un nouveau modéle animal

de diabéte de type 1

Divers modéles expérimentaux de diabéte de
type 1 chez les rongeurs ont montré qu’une
forte réduction (50 %-80%) du nombre de
cellules sécrétrices d’insuline induit une
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Nouvelles cellules B :
non marquées

augmentation du taux de prolifération
des cellules B qui persistent [3]. Afin de
déterminer si le pancréas est capable de
générer de nouvelles cellules sécrétrices
d’insuline lorsque celles-ci sont com-
pletement détruites, et ce a partir d’une
autre source cellulaire (non ), nous
avons développé un nouveau modéle
de souris diabétique chez laquelle plus
de 99 % des cellules B peuvent étre éli-
minées [2]. Ceci a été possible grace
I’expression par transgenese du récepteur
humain de la toxine diphtérique (DTR) &
la surface des cellules 3. Alors que 'ad-
ministration de toxine diphtérique (DT)
n’'a aucun effet sur les souris normales
puisqu’elles n'ont pas le récepteur DTR
(souris DTR-), elle induit la mort de la
quasi-totalité des cellules B présentes
chez les souris transgéniques (DTR+). Les
souris DTR+ traitées par la DT deviennent
rapidement hyperglycémiques, dévelop-
pent tous les symptomes liés au diabéte,
et meurent en peu de temps si elles ne
sont pas traitées avec de I'insuline.

Mécanismes

de la régénération des cellules B

€n réponse a I’élimination de la quasi-
totalité des cellules B, nous avons

Figure 1. Un nouveau modéle murin de diabéte
de type 1. Les souris transgéniques expriment le
récepteur de la toxine diphtérique a la surface des
cellules B (transgéne sous contrdle du promoteur
de insuline). A. U'expression du DTR @ la surface
des cellules 3 les rend sensibles a la toxine diph-
térique (DT). Lorsque la souris est traitée avec
DT, I’ensemble des cellules B meurent. Les souris
diabétiques maintenues en vie par un traitement
a Pinsuline régénérent de nouvelles cellules [3. B.
Le marquage des cellules 3 préexistantes préa-
lablement a Iablation cellulaire montre que les
cellules a insuline nouvellement formées ne déri-
vent pas de I'expansion des trés rares cellules 3
ayant échappé a DT. C. Le marquage des cellules o
exprimant le glucagon préalablement a "ablation
révele, en revanche, que la majorité des nouvelles
cellules B dérivent des cellules o (adapté a partir

de http://www.betacell.org).

constaté que de nouvelles cellules pro-
ductrices d’insuline apparaissaient pro-
gressivement dans les Tlots des souris
DTR+ (Figure 14). €tonnamment, certai-
nes de ces cellules contenaient simulta-
nément de I'insuline et du glucagon. De
telles cellules « hybrides » ou bi-hormo-
nales ne sont jamais observées dans le
pancréas adulte sain. Par ailleurs, chez
toutes ces souris DTR+ rendues diabé-
tiques, on constatait une amélioration
du contréle glycémique apres quelques
mois, contemporaine de la capacité de
restauration des cellules a insuline. De
fait, toutes les souris DTR+ montraient
des signes évidents de régénération
cellulaire. Ainsi, le pancréas adulte pos-
séde la faculté de générer de nouvelles
cellules a insuline aprés la disparition
compléte de celles-ci.

Nous avons ensuite réalisé des expérien-
ces de tracage des lignages cellulaires
pancréatiques afin de déterminer 'ori-
gine des nouvelles cellules sécrétrices
d’insuline observées apres traitement
par la DT. Le marquage irréversible des
cellules B a PPaide d’un traceur fluo-
rescent avant leur destruction a mon-
tré que les cellules B néoformées ne
dérivent pas de ’expansion des tres
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Destruction presque
totale des cellules B

£
# - Signaux locaux ?

f . Signaux systémiques ?

Cellule o

Phénotype intermédiaire

Cellule B

Glucagon Glucagon

+ facteurs type 3

# Granule sécréteur contenant du glucagon
Granule sécréteur contenant de I’insuline

Glucagon + insuline Insuline

L
&8 Facteurs de transcription spécifiques aux cellules B

rares cellules B ayant échappé a la mort
induite par la toxine (Figure 1B). €n
revanche, le tracage des cellules o a
révélé sans équivoque que ces dernieres
étaient a 'origine non seulement des
cellules « bi-hormonales », c’est-a-dire
exprimant le glucagon et I'insuline, mais
aussi de la plupart des cellules contenant
uniquement de Iinsuline (Figure 1C).
Au cours de ce processus de régénéra-
tion, les cellules o expriment, en plus
de Pinsuline, une multitude de facteurs
connus pour étre indispensables au bon
fonctionnement des cellules B. Citons le
transporteur Glut2 permettant I'entrée
du glucose dans les cellules et des fac-
teurs de transcription, tels que Pdxl et
Nkx6.1, nécessaires a la production et au
contréle de la sécrétion d’insuline.

Ainsi, une fraction des cellules o change
spontanément d’identité cellulaire apres
la destruction des cellules 3 préexistan-
tes, afin de pallier le manque d’insuline.
Au cours de ce processus de reprogram-
mation cellulaire, les cellules oo démar-
rent un programme génétique conduisant
a la production d’insuline et engendrant
une population de cellules bi-hormo-
nales. Cette nouvelle entité cellulaire
dont le phénotype est intermédiaire ou
hybride, a mi-chemin entre une cellule
o et 3, semble poursuivre sa métamor-
phose afin d’acquérir, a terme, I’ensem-
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ble des caractéristiques fonctionnelles
des cellules P originelles (Figure 2).

Exploiter la plasticité cellulaire

a des fins thérapeutiques ?

La conversion d’un type cellulaire adulte
en un autre différent, aussi appelée trans-
différenciation ou reprogrammation cel-
lulaire, est un phénomeéne tres rare et mal
compris, a peine décrit in vivo [4] (). La
(=») Voir la Nouvelle de

John De Vos, page 904
de ce numéro

transdifférenciation
de cellules acinaires
adultes en cellules
productrices d’insuline, induite par la
surexpression combinée des facteurs
Pdx1, Ngn3 et MafA, en est un exemple
dans le pancréas [5]. €n revanche, alors
que I’expression constitutive forcée du
facteur de transcription Pax4 convertit
artificiellement les cellules oo embryon-
naires en cellules productrices d’insuline,
comme cela a été récemment démontré
[6] et rapporté dans ces colonnes [7],
nos résultats montrent qu’une conversion
spontanée de cellules o adultes survient
en réponse a une perte extréme de cellu-
les B. Dans ce contexte d’ablation cellu-
laire, les rares cellules B épargnées ne
semblent pas contribuer a la formation de
nouvelles cellules a insuline; celles-ci
dérivent en effet pour la plupart, mais pas
exclusivement, de la conversion de cellu-
les o.. D’autres sources cellulaires, non

Figure 2. Reprogrammation des cellules pan-
créatiques endocrines o vers [3. Séquence
proposée de conversion sans dédifférencia-
tion et sans prolifération, selon les analyses
de tragage cellulaire et de coexpression de
marqueurs sélectifs des cellules o et B. La
perte massive des cellules B pourrait influen-
cer les cellules o de facon directe (locale), ou
indirecte (systémique), ou des deux fagons
simultanément. Nos observations non publiées
suggerent que dans les cellules bi-hormonales
les deux hormones sont stockées dans des gra-

nules différents.

encore identifiées, seraient donc égale-
ment « réquisitionnées » par le pancréas
pour compenser le déficit en cellules 3.
Des expériences additionnelles de tracage
cellulaire sont nécessaires pour détermi-
nersi d’autres cellules insulaires (& ou PP)
ou exocrines (acinaires ou canalaires)
sont aussi susceptibles de se transdiffé-
rencier en cellules productrices d’insuline
dans ces circonstances.

Nos observations indiquent que, dans une
situation proche du diabete de typel
mais en I"absence de réaction auto-
immune, le pancréas adulte posséde la
capacité de générer de nouvelles cellules
a insuline a partir de cellules non-P3. Ce
degré de plasticité cellulaire confere au
pancréas adulte des propriétés régéné-
ratives intrinséques jusqu’alors mécon-
nues, qui pourraient étre exploitées pour
développer de nouvelles thérapies contre
le diabete. Par exemple, ces résultats
chez la souris suggeérent que si I’on arri-
vait a endiguer la réaction auto-immu-
nitaire chez les personnes atteintes de
diabete de type 1, le pancréas pourrait
peut-étre générer naturellement quel-
ques cellules productrices d’insuline.
La compréhension des diverses voies de
signalisation et des évenements molé-
culaires impliqués dans ce processus
de régénération devrait nous permettre
d’agir sur ces mécanismes afin de les



améliorer. Ces connaissances devraient
également étre utiles pour produire de
nouvelles cellules a insuline en culture a
partir de cellules pancréatiques adultes
issues du patient, ou de cellules pluripo-
tentes induites (iPS), dans une perspec-
tive de thérapie cellulaire.

La possibilité de régénérer ne serait-ce
que quelques nouvelles cellules B per-
mettrait d’améliorer la qualité de vie des
patients diabétiques en les soustrayant
aux complications liées a un contrdle
imparfait de la glycémie. ¢

Conversion of adult pancreatic
alpha-cells to beta-cells
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Le typage transcriptomique

en transplantation rénale :

caractérisation

de ’état du greffon

Maud Racapé, Jean-Paul Soulillou, Sophie Brouard

> Un objectif majeur en transplanta-
tion est d’induire chez les patients une
tolérance du greffon en s’affranchissant
des traitements immunosuppresseurs,
responsables a long terme d’infections
opportunistes [1], de désordres lympho-
prolifératifs post-transplantation [2] ou
de néphrotoxicité [3]. Alors que cette
tolérance peut étre induite relativement
facilement dans différents modéles ani-
maux [4], cet objectif semble beaucoup
plus difficile a atteindre chez le primate
non humain et chez ’lhomme [5]. Tou-
tefois, des cas de tolérance existent en
clinique, puisque 30 % des patients ayant
recu une transplantation de foie tolerent
le greffon apres arrét des traitements
immunosuppresseurs [6]. Ce phénomeéne
est aussi décrit en transplantation rénale,
bien que certainement plus rare [7, 8]. La
caractérisation par typage pangénomi-
que d’échantillons (sang, urine, biopsie)
provenant de ces patients peut aider a
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définir de nouveaux biomarqueurs pro-
nostiques ou diagnostiques d’un état de
tolérance. €lle a pour but d’identifier,
parmi les patients sous traitement immu-
nosuppresseur, ceux qui présentent ce
profil de tolérance (ou a faible risque de
rejet) et chez lesquels on pourrait envisa-
ger une diminution, voire un sevrage, de
leur traitement immunosuppresseur [9].
Dans ce méme objectif, le typage pan-
génomique des patients présentant des
signes de rejet [10, 11] peut permettre
d’ajouter une information supplémen-
taire sur I’état pathologique du greffon
par rapport a des criteres d’évaluation
déja existants tels que les définit la clas-
sification de Banff! [12]. Ceci pourrait

!La classification de Banff a été publiée en 1993, et rema-
niée a plusieurs reprises par la suite. Son but est de standar-
diser les paramétres morphologiques et cliniques qui établis-
sent I'échelle de gravité d’un rejet, de fagon a uniformiser
les données publiées et permettre ainsi une collaboration
internationale, en particulier dans le domaine des essais
multicentriques de nouveaux immunosuppresseurs.

permettre d’identifier de nouveaux genes,
ou associations de génes, caractérisant le
rejet du greffon et ainsi définir la notion
de risque chez des patients présentant
une fonction stable de leur greffon sous
traitement immunosuppresseur [13]. Ces
études peuvent également aider a la
compréhension des mécanismes de survie
du greffon a long terme.

Les lymphocytes B :

acteurs dans la tolérance au greffon
Des premiers travaux, menés par notre
équipe en 2007, ont permis de mettre
en évidence un groupe de 49 génes spé-
cifiques de I'état de tolérance opéra-
tionnelle [14]. Récemment, deux autres
études collaboratives entre le réseau
américain Immune tolerance network
(ITN) [15] et le consortium européen
Indice of tolerance (10T) [16] ont égale-
ment été publiées. Elles définissent des
signatures moléculaires de la tolérance
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