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Les stratégies fondées sur les cellules souches
pour la régénération des cellules B-pancréatiques:
de la recherche a la pratique clinique

PAR X1AOHONG Wu, M.D. ET MINNA WoO, M.D., Pu.D.

Les cellules B-pancréatiques sont des cellules endocriniennes spécifiques qui contrdlent
I'homéostase glucosique. Dans des conditions physiologiques, les mammiféres maintiennent
une masse dynamique de cellules B pendant toute la vie en réponse a diverses demandes
d’insuline. L’équilibre délicat de la masse essentielle de cellules B est maintenu grace a la répli-
cation, a la néogenése, a ’hypertrophie et a I'apoptose des cellules B'. Diverses agressions qui
troublent cet équilibre entrainent la perte de la masse de cellules B, qui est le dénominateur
commun de toutes les formes de diabéte. Le traitement optimal est la reconstitution de la
masse fonctionnelle des cellules B pour maintenir I’euglycémie.

Actuellement, plusieurs stratégies sont a ’étude pour rétablir la masse fonctionnelle de
cellules B : allogreffe d’ilots pancréatiques, greffe de cellules productrices d’insuline dérivées
de cellules souches et stimulation de la régénération des cellules B endogénes dans le pan-
créas diabétique. Il a été démontré récemment que la greffe d’ilots pancréatiques est un traite-
ment efficace pour les patients atteints de diabéte de type 1°. Cependant, le rejet immunitaire,
'attaque auto-immune récidivante contre les ilots pancréatiques greffés et I'absence d'ilots de
donneurs limitent son application dans la pratique clinique. Au cours de ces récentes années,
de nombreux chercheurs se sont concentrés sur les cellules souches comme une source poten-
tiellement inépuisable de cellules d’ilots pancréatiques™. La mise au point d’'une méthode
simple et fiable pour obtenir des cellules productrices d’insuline dérivées de cellules souches
autologues a des fins de greffe ou pour favoriser la régénération des cellules pancréatiques
endogeénes permettrait de contourner les limites importantes créées par 1'obtention d'ilots pan-
créatiques et le rejet de 'allogreffe. Dans ce numérod’Endocrinologie — Conférences
scientifiques, nous examinons les points forts et les points faibles des approches actuelles pour
élaborer des stratégies utilisant des cellules souches pour la régénération des cellules B pan-
créatiques a la lumiére d’applications cliniques futures

Sources de cellules souches pour la régénération des cellules

Les cellules souches sont des cellules progénitrices qui s’autorenouvellent et peuvent se dif-
férencier en un ou plusieurs types de cellules spécialisées. Pour le traitement par greffe des
patients diabétiques, les cellules B dérivées de cellules souches doivent avoir les propriétés
essentielles suivantes :

e Expression génique d’insuline

e Modification post-translationnelle appropriée et traitement de I'insuline par la voie sécrétrice
régulatrice

* Production d’insuline sensible au glucose et sécrétion dans la gamme physiologique

e Disponibilité illimitée in vitro

Cependant, dans la pratique, on n’a pas encore obtenu d’ilots pancréatiques totalement
fonctionnels. Plusieurs stratégies et différentes sources de cellules souches pour la substitution
de cellules B ont été proposées.

Cellules souches embryonnaires

Les cellules souches embryonnaires (CSE) sont des cellules pluripotentes dérivées de la
masse cellulaire interne des embryons avant leur implantation. Elles ont la capacité de s’auto-
renouveler, donnant naissance a de nouvelles cellules souches pluripotentes et de se différencier
en cellules d’origine endodermique, mésodermique et ectodermique et ultérieurement, en
cellules qui sont spécifiques des divers tissus du corps.
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Figure 1: Différenciation dirigée de cellules souches d’embryons humains en cellules productrices d’insuline

en imitant le développement embryonnaire*®
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CSEh=cellule souche embryonnaire humaine. Reproduit avec permission de Macmillan Publishers Ltd: Nature Biotechnology. 2006;24(12):1481-1483,

copyright 2006.

A partir de I’an 2000, de nombreux groupes ont rap-
porté la différenciation des cellules productrices d'insuline a
partir de CSE de souris et d’étres humains in vitro’".
Cependant, la différenciation insuffisante de ces cellules, la
faible teneur en insuline des cellules productrices d’insuline
et 'obtention d’insuline exogéne d'un milieu de culture ont
limité la poursuite des recherches par des études in vivo.
Ces tentatives initiales infructueuses ont souligné la néces-
sité de mieux comprendre le processus de développement
embryonnaire normal. Ainsi, il était peut-étre possible
d’élaborer une approche plus plausible en dirigeant les CSE
par un procédé qui ressemble au développement normal
des cellules pancréatiques (figure 1)”. En 2006, D’ Amour
et coll." ont développé un protocole en 5 étapes pour dif-
férencier efficacement les CSE humaines en cellules
endocriniennes exprimant des hormones pancréatiques par
une série de cellules intermédiaires endodermiques ressem-
blant & celles prévalant durant le développement pancréa-
tique in vivo. La teneur en insuline des cellules exprimant
I'insuline est semblable a celle des cellules des ilots pan-
créatiques adultes. Cependant, la libération du peptide C
par ces cellules en réponse au glucose était faible. L'année
suivante, Jiang et coll.” ont décrit un nouveau protocole qui
n’utilisait pas de sérum pour produire des groupes de cel-
lules ressemblant aux cellules B productrices d’insuline a
partir de CSE humaines cultivées sans cellules nourriciéres.
Les groupes de cellules ressemblant aux cellules B produc-
trices d’insuline exprimaient de nombreuses hormones
endocriniennes et ont produit le peptide C en réponse a la
stimulation glucosique in vitro. Récemment, Kroon et coll.'®
ont évalué la capacité de I'endoderme pancréatique dérivé
de CSE humaines a produire des cellules endocriniennes
fonctionnelles in vivo. Grace a la stimulation glucosique de
souris auxquelles on avait implanté 1’endoderme, les taux
d’insuline humaine et de peptide C étaient similaires a ceux
de souris qui avaient recu environ 3000 cellules des ilots
pancréatiques humaines. En outre, les cellules exprimant

l'insuline, produites aprés la greffe, avaient de nombreuses
propriétés semblables a celles des cellules B fonctionnelles,
incluant I'expression d’'importants facteurs de transcription
des cellules B, la transformation appropriée de la proinsu-
line et la présence de granules sécrétoires endocriennes
matures.

L'utilisation de CSE humaines suscite des préoccupa-
tions éthiques considérables. La production de cellules B
dérivées de CSE pour un patient spécifique a des fins de
greffe nécessite le clonage thérapeutique de CSE humaine.
Le clonage thérapeutique implique de retirer le noyau
d’une cellule somatique d’un patient, de I'insérer dans un
ovule énucléé humain et de le laisser se développer en un
blastocyte. La masse cellulaire interne du blastocyte est uti-
lisée pour produire des lignées de CSE pluripotentes, que
I'on peut faire croitre in vitro pour produire des milliards de
cellules nécessaires pour la greffe. Certains autres points a
prendre en considération dans l'utilisation de CSE
humaines sont les suivantes :

e L'absence de sécrétion d’insuline biphasique

e La tumorigénicité (p. ex. les animaux développent des
tumeurs lorsqu'ils recoivent une greffe de cellules pro-
ductrices d’insuline dérivées de CSE)"”

e Le taux accru de mutations dans les cellules du donneur
adulte et la reprogrammation incorrecte des noyaux de
cellules somatiques

e La récurrence de |'auto-immunité

Par conséquent, il est conseillé d’effectuer des études
d’efficacité détaillées sur les CSE avant de proposer ces cel-
lules comme une source appropriée de cellules productrices
d’insuline dans le traitement du diabéte.

Cellules souches adultes

Les cellules souches adultes sont souvent connues
comme des cellules souches spécifiques d'un tissu, étant
donné qu’elles ont une plus faible plasticité que les CSE.
Cependant, des données récentes suggérent que certaines



Figure 2: Nouvelles sources de cellules

B pancréatiques®

Figure 3 : Greffe autologue de cellules souches
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Reproduit avec permission de Macmillan Publishers Ltd:
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cellules souches adultes ont la capacité de se transdif-
férencier (c.-a-d. de produire une descendance appartenant
a une lignée tissulaire différente de celle d’origine) dans cer-
taines conditions. La possibilité que de nouvelles cellules
puissent étre produites a partir de cellules souches
humaines permettrait d’éviter les problémes éthiques
potentiels associés aux CSE.

Cellules progénitrices/souches pancréatiques

Des cellules souches/progénitrices ayant le potentiel de
se différencier en cellules productrices d’insuline in vitro
et/ou in vivo ont été identifiées dans des ilots pancréatiques,
des conduits pancréatiques et des cellules acineuses
pancréatiques (figure 2)"??. Les données provenant
d’expériences in vivo et in vitro appuient ’hypotheése que la
néogenése des cellules des ilots pancréatiques dans le pan-
créas mature émane des cellules canalaires. Bonner-Weir et
coll.? ont cultivé des cellules canalaires humaines sous la
forme d’une monocouche recouverte d'une préparation a
base de matrice extracellulaire et ont observé la formation
de « bourgeons pancréatiques » contenant des cellules exp-
rimant CK19, ainsi que des cellules positives pour
l'insuline. Bien que ces études aient fourni des données con-
vaincantes indiquant que les cellules canalaires contribuent
a la néogeneése des cellules des ilots pancréatiques dans le
pancréas adultes in vitro, la faible proportion de cellules dif-
férentielles suggérait que les deux méthodes étaient jusqu’a
présent insuffisantes, ou que seule une sous-population spé-
cifique de cellules canalaires sont de réelles cellules progéni-
trices pancréatiques. Néanmoins, avec le succés du proto-
cole d’Edmonton pour la greffe de cellules B pancréatiques,
la présence de cellules progénitrices des ilots pancréatiques
(canalaires-épithéliales) pourrait améliorer les résultats
métaboliques a long terme?.

Cellules souches hépatiques

Durant I'embryogenése, le foie et le pancréas ventral
proviennent de la méme population cellulaire située dans
I’endoderme embryonnaire. On pourrait supposer que les
populations de cellules épithéliales dans le pancréas et le
foie pourraient partager des populations de cellules souches
communes. Yang et coll.* ont utilisé la prolifération de
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cellules ovales hépatiques in vitro pour obtenir des groupes
de cellules ressemblant aux cellules des ilots pancréatiques
qui pourraient exprimer plusieurs hormones endocri-
niennes, y compris l'insuline. Leur étude in vivo
décrivait I'inversion du diabéte chez des souris diabétiques
non obéses traitées avec la streptozotocine présentant une
immunodéficience combinée sévere (NOD-SCID). Herrera
et coll.” ont isolé et caractérisé une population de cellules
souches de foie humain qui avaient un phénotype différent
de celui des cellules ovales. Ces cellules ont révélé des
capacités d’auto-renouvellement et un potentiel de dif-
férenciation multilignées, incluant les structures qui ressem-
blaient aux cellules pancréatiques productrices d’insuline.

Cellules souches de moelle osseuse

Au cours des derniéres années, plusieurs études ont
indiqué que la greffe de moelle osseuse pouvait prévenir ou
guérir I'hyperglycémie dans des modeles de rongeurs®®”. En
fait, on a sérieusement débattu du sort des cellules de
moelle osseuse greffées et de la question de savoir si elles
faisaient ’objet d'une fusion cellulaire ou d’une transdif-
férenciation en cellules B pancréatiques ou si elles indui-
saient une régénération pancréatique endogéne in vivo en
stimulant la néovascularisation®*.

En plus du sous-groupe de cellules souches adultes
provenant de moelle osseuse, des cellules souches
hématopoiétiques (CSH), des cellules souches mésenchy-
mateuses (CSM) et des cellules progénitrices endothéliales
(CPE) ont été identifiées. Il a été démontré qu’elles
favorisent la régénération des cellules B par des mécanismes
différents. Beilhack et coll.”" ont utilisé une fraction de CSH
purifiée provenant de moelle osseuse pour vérifier si 'on
pouvait prévenir I"apparition de 'hyperglycémie chez des
souris NOD. Les données démontrent que les greffes de
CSH purifiées inhibent le développement du diabeéte auto-
immun, et ont mis en lumiére comment les greffes de CSH
modifient les réponses des lymphocytes T périphériques et
des cellules thymiques contre les auto-antigénes et les allo-
antigénes. Mathews et coll.”? ont fourni des preuves que les



CPE dérivées de moelle osseuse pouvaient étre
recrutées dans le pancréas suite aux lésions des cellules
pancréatiques. Bien que les CPE dérivées de la moelle
osseuse contribuent a la néovascularisation, elles ne se
différencient pas en cellules exprimant 'insuline.
Quant aux CSM de la moelle osseuse, elles ont montré
une capacité de différenciation multiple ainsi que des
propriétés immunorégulatrices et trophiques. Par con-
séquent, les CSM sont un outil trés prometteur pour
le traitement par des cellules régénératrices et régula-
trices. Plusieurs études in vitro et in vivo ont fourni des
preuves directes que les CSM de la moelle osseuse
peuvent se reprogrammer pour devenir des cellules
productrices d'insuline fonctionnelles**. Ces données
indiquent que les CSM de moelle osseuse pouvaient
étre manipulées vers une voie de différenciation des
cellules de la lignée endocrine pour former des cellules
ressemblant aux cellules des ilots pancréatiques
in vitro. La greffe de ces cellules ressemblant aux ilots
pancréatiques issues de la veine porte a permis de
réduire 'hyperglycémie chez des rats diabétiques™. De
plus, les CSM de moelle osseuse ont pu améliorer la
survie des cellules des ilots pancréatiques in vitro et
prolonger la fonctionnalité des greffes d'ilots pancréa-
tiques in vivo.

Récemment, la greffe autologue de CSH a été
utilisée dans le traitement de maladies auto-immunes
séveres (figure 3)%. Voltarelli et coll* ont utilisé
I'immunosuppression a haute dose suivie d'une greffe
autologue non myéloablative de cellules souches
hématopoiétiques (GACSH) pour traiter 15 patients
atteints de diabéte de type 1 nouvellement diagnos-
tiqué. Au cours de 7 2 36 (moyenne de 18,8) mois de
suivi, 14 patients n’avaient plus besoin d’injection
d’insuline. Six mois aprés la GACSH, la surface
moyenne totale sous la courbe de réponse du peptide
C était significativement plus grande que les valeurs
avant le traitement et s’est stabilisée 2 12 et a 24 mois.
En outre, le taux d’anticorps antiacide glutamique
décarboxylase a diminué aprés 6 mois. Le taux sérique
d’hémoglobine A _a été maintenu a < 7 % chez 13 des
14 patients. L'unique effet indésirable aigu sévére a été
la pneumonie bilatérale avec culture négative chez 1
patient et une dysfonction endocrinienne tardive
(hypothyroidie ou hypogonadisme) chez 2 autres. Il
n’y a eu aucun décés. Ces données démontrent des
perspectives prometteuses, mais I’étude avait néan-
moins des limites :
® Le plan de I'étude n’incluait pas un groupe témoin

randomisé.

e La durée du suivi pour tous les patients subissant
une GACSH était insuffisante pour déterminer si
I’amélioration apparente du taux de C peptide était
soutenue.

* On ne sait pas si les effets bénéfiques de la GACSH
sont dus a la reconstitution immunitaire ou a la modi-
fication du processus auto-immun de destruction des
cellules B ou a la régénération des cellules B.

e [l existe également une période de rémission relative
aprés 'apparition du diabéte de type 1 qui com-
plique 'interprétation de ces résultats™.

Figure 4 : Méthodes possibles de production
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Cellules souches de la rate

En 2003, Kodama et coll.* ont démontré une
inversion du diabéte chez des souris NOD atteintes de
diabéte au stade terminal aprés ’administration de
splénocytes males vivants marqués issus d’un donneur,
qui se sont rapidement différenciés en cellules des ilots
pancréatiques et en cellules épithéliales canalaires dans
le pancréas. Les résultats obtenus suggéraient que
I'adjuvant complet de Freund (ACF) jouait un rdle
ainsi que I'injection de splénocytes de donneurs dans
I’élimination de I’auto-immunité et le rétablissement
d’une normoglycémie stable. Le rétablissement de la
sécrétion d’insuline endogéne était accompagné de la
réapparition des cellules B pancréatiques greffées et se
transdifférenciaient de précurseurs mésenchymateux
CD45 dans la rate. Cependant, 3 études plus récentes
utilisant des régimes thérapeutiques similaires, bien
que non identiques, n’ont pas montré la prise de greffe
des splénocytes de donneurs. D’autres rapports
indiquent que le traitement avec I’ ACF en I'absence de
splénocytes de donneurs est suffisant pour rétablir la
normoglycémie avec la régénération des cellules B***.
Jusqu’a présent, aucune étude de lignées n’a démontré
la transdifférenciation des cellules spléniques en cel-
lules productrices d’hormones dans les ilots pancréa-
tiques de Langerhans.

Cellules souches sanguines du cordon ombilical

Divers types de cellules souches ont été identifiés
dans le sang du cordon ombilical (SCO), incluant les
CSH, les CSM, les CSE et une population de cellules
pluripotentes qui n’a pas été complétement carac-
térisée*. Les chercheurs ont utilisé ces cellules souches
pour examiner si elles peuvent favoriser la régénération
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des cellules B endogénes dans un pancréas malade ou
lésé. Un groupe de recherche a constaté que la trans-
plantation intraveineuse d’une fraction de cellules
mononucléaires (CMN) de SCO humain chez des
souris NOD a entrainé une baisse importante de la gly-
cémie et une réduction significative de I'insulite®. Des
effets bénéfiques sont également évidents dans le
diabéte de type 2. Aprés la greffe de cellules mono-
nucléaires sanguines de cordon ombilical humain chez
des souris obéses ayant développé spontanément le
diabeéte de type 2, les souris ont montré des effets
bénéfiques sur la glycémie, la survie et la pathologie
rénale’. A I'instar des bénéfices observés dans les
études sur la greffe de moelle osseuse, les mécanismes
engendrant ces améliorations n’ont pas été élucidés.
Un rapport récent a démontré qu’apres la greffe par
injection intraveineuse de SCO humain chez des souris
NOD-SCID, des cellules productrices d’insuline
d’origine humaine ont été identifiées dans des ilots de
ces souris”.

Ainsi, le SCO offre une autre option pour la
thérapie par la greffe de cellules souches dans le
diabéte sucré. La tache la plus difficile sera d’engager
les cellules vers un phénotype de cellules B (figure 4).
1l existe deux stratégies qui valent la peine d’étre mises
alessai:

e L'approche la plus simple est la greffe directe de
cellules souches cultivées ou de cellules précurseurs
partiellement différenciées. Les cellules de SCO ont
la capacité de migrer vers divers tissus et pourraient
étre utilisées a cette fin. Cependant, les mécanismes
exacts qui entrainent le guidage de cellules manipu-
lées dans le pancréas et déterminent le phénotype
des cellules dont la greffe a potentiellement réussie
ne sont pas encore connus.
Une autre approche pourrait étre la production in
vitro de précurseurs pancréatiques ou de cellules B
matures. L'emploi de facteurs exogénes qui se sont
révélés efficaces dans la différenciation des cellules 8
pourrait fournir des résultats souhaitables.
Récemment, Haller et coll.® ont réalisé une étude
pilote afin de documenter I'innocuité et I'efficacité
potentielles de la perfusion de SCO autologue chez 15
sujets atteints de diabete de type 1. Des observations
préliminaires indiquent que la transfusion de SCO
autologue est stire et ralentit la perte de la production
d’insuline endogéne. On peut observer un nombre
accru de populations de lymphocytes T régulateurs
dans le sang périphérique de sujets > 6 mois apres la
perfusion de sang de cordon ombilical. Il est évident
qu’un suivi prolongé et des recherches mécanistes
additionnelles doivent étre effectués de facon urgente
pour déterminer si la perfusion de cellules souches
dérivées de SCO peut étre une option supplémentaire
pour élaborer des thérapies stires et efficaces dans le
diabeéte de type 1.

Conclusion

L'utilité des cellules souches dans le traitement
antidiabétique dépend de leur capacité a favoriser la

régénération des cellules B. Les principaux mécanismes
apparents impliqués incluent I'immunomodulation, la
revascularisation, le soutien de la régénération des
cellules B endogénes et la différentiation en cellules
productrices d’insuline. La réalisation avec succés de
ces objectifs pourrait permettre de guérir le diabéte.
Bien qu’actuellement les recherches sur les cellules
souches pour le traitement potentiel du diabéte soient
encore a un stade initial, nous pensons que les données
présentées dans cet article nous donnent des raisons
d’étre optimistes. Par conséquent, il serait utile a
I’avenir de faire des recherches sur les approches
thérapeutiques utilisant des cellules souches pour
provoquer la régénération des ilots endogénes pour
leur contribution 2 la production d’insuline.

Le D" Wu est un fellow postdoctoral dans le laboratoire
du D" Woo.
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