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INTRODUCTION

Nous nous intéressons depuis de nombreuses années au contrdle du dével oppe-
ment du pancréas. De maniére schématique, il existe dans le pancréas des cellules
progénitrices qui ne sont pas encore caractérisées. Ces cellules proliférent ou se
différencient en cellules a propriétés endocrines ou acinaires sous |’ effet de signaux
gu'il reste a déterminer. Nous nous intéressons particuliérement ala caractérisation
des cellules pancréatiques progeénitrices, ainsi qu’aux facteurs qui contrélent le
développement des cellules progénitrices en cellules endocrines matures (fig. 1).

FACTEURS SOLUBLES QUI CONTRC)LENT
LE DEVELOPPEMENT DU PANCREAS

Données de |a littérature

La compréhension du développement du pancréas a fait I'objet ces derniéres
années de trés nombreux travaux. Différents facteurs de transcription ont été
impligqués comme étant nécessaires au dével oppement harmonieux du pancréas chez
lesrongeurs et chez I'Homme[1]. De plus, les mécanismes et facteurs qui controlent
le développement du pancréas commencent a étre mieux compris. Dans ce cadre, il
aété démontré que le dével oppement du pancréas était contrdlé par des signaux déri-
vant de 3 origines : de la notochorde a des stades tres précoces du dével oppement ;

* INSERM U457 et EO363, Hopital Robert-Debré, Paris, France.
** INSERM U457, Hopital Robert-Debré, Paris, France.

FLAMMARION MEDECINE-SCIENCES — JOURNEES DE DIABETOLOGIE 2003



18 R. SCHARFMANN ET COLL.

A B
Cellule Prolifération
souche >
’I Différenciation
& a
q Endocrine
i En ocrine)
(Exocrlnej ( ndocnr - =
l Morphogenese
v
- s ‘-". - e
-
=== == _
- —-——
SE=gs=3
-—a e ——— e - e

Fic. 1. — Développement du pancréas. En blanc, sont présentées les cellules B qui produi-
sent de I'insuline ; en nair, les cellules qui produisent le glucagon.

des vaisseaux sanguins plus tard [2] et finalement du mésenchyme pancréatique [3,
4]. Nous nous intéressons aux signaux dérivant du mésenchyme et contrélant le
développement des cellules de I’ épithélium pancréatique embryonnaire.

Nos résultats

Nous avons récemment mis au point un modéle expérimental simple qui nous
permet de disséquer les étapes du développement du pancréas. Briévement, nous
disséquons des rudiments pancréatiques de rats au 12¢ jour de vie embryonnaire.
Nous mettons en culture, soit les rudiments entiers (mésenchyme + épithélium),
soit I'épithélium déplété de son mésenchyme. L’ épithélium représente la source
de tissu qui contient les cellules précurseurs qui peuvent se différencier en tissu
exocrine ou en tissu endocrine. Le mésenchyme, en revanche, représente la source
possible de facteurs qui contrélent le développement de ces cellules précurseurs.

En présence de mésenchyme, |’ épithélium prolifére de maniére massive, et se
différencie principalement en tissu acinaire alors que peu de cellules endocrines
se développent. De plus, ces quelques cellules endocrines sont immatures. Par
contre, en absence de mésenchyme, les cellules de I’ épithélium ne proliférent
pratiquement pas et se différencient principa ement en tissu endocrine. Cescellules
endocrines sont nombreuses et matures. Par exemple, la sécrétion d’insuline par
ces cellules est contrélée par le glucose [5]. Le mésenchyme contréle donc de
maniére positive la prolifération des cellules de I'épithélium pancréatique
embryonnaire. |l contréle aussi de maniére positive le développement des cellules
acinaires. Par contre, le mésenchyme réprime le développement des cellules de
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I épithélium pancréatique en cellules a propriétés endocrines [4]. Nous avons alors
utilisé ce modéle expérimental pour disséquer les facteurs qui controlent ces dif-
férentes étapes du développement.

Nous avons d’ abord étudié I'implication de signaux transduits par la voie MAP
kinase dans la prolifération et la différenciation des cellules de I épithélium pan-
créatique immature. Des expériences de pertes de fonction in vitro en utilisant des
inhibiteurs spécifiques, nous ont permis de montrer que I'inhibition de la voie
MAP kinase réprimait la prolifération des cellules épithéliales et activait la diffé-
renciation endocrine [6, 7]. Nous avons alors réalisé des expériences de gain de
fonction utilisant des ligands de récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK). Nous
avons testé les effets de I' EGF et de différents FGF. Le choix de ces ligands est
basé sur un criblage que nous avions fait pour des ligands de RTK exprimés dans
I’ épithélium pancréatique embryonnaire [8]. Il est aussi basé sur nos donnéesindi-
quant que les cellules de I’ épithélium pancréatique embryonnaire de souris défi-
cientes en FGF-10 ne proliférent pratiquement pas, générant un pancréas
atrophique [9]. Nos résultats indiquent que I'EGF et différents FGF activent la
prolifération des cellules de I’ épithélium pancréatique embryonnaire [6, 10, 11].

De plus, nos résultats indiquent que les cellules épithéliales qui ont proliféré en
présence d' EGF ou de FGF sont des cellules progénitrices. En effet, quand des
épithéliums pancréatiques sont d’ abord cultivés en présence d EGF ou FGF pour
accroitre lamasse de cellules épithélialesimmatures, |e retrait de I' EGF/FGF dans
un deuxieme temps induit une différenciation en masse de ces cellules immatures
en cellules 3 matures [6, 7].

CARACTERISATION DES CELLULES PROGENITRICES
DU PANCREAS

Données de la littérature

Peu de données existent dans la littérature concernant les cellules progénitrices
du pancréas. |l est établi que ces cellules sont d’ origine endodermique, qu’elles
sont localisées dans |’ épithélium pancréatique embryonnaire, qu’ elles n’ expriment
pas de marqueurs de différenciation terminale et qu’ elles exprimeraient le facteur
de transcription PDX-1[12]. On peut aussi aisément imaginer que leur présence est
plus fréquente dans|e pancréas embryonnaire que dans e pancréas adulte. Toutefois,
on manque de 3 outils cruciaux pour avancer dans la caractérisation de telles
cellules: 1) des marqueurs membranaires permettant de trier ces cellules comme
c'est le cas dans |e systeme hématopoaiétique ou le cerveau [13] ; 2) des bio-essais
dans lesquels ces cellules peuvent se développer ; 3) des facteurs solubles qui
contrélent la prolifération et la différenciation de ces cellules progénitrices.

Nos résultats

Nous suivons actuellement différentes approches qui pourraient nous permettre
de définir de nouveaux marqueurs des cellules progénitrices du pancréas.

Une premiére approche consiste a rechercher dans le pancréas embryonnaire
I’expression de marqueurs de membranes connus qui sont exprimés dans les
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cellules progénitrices d'autres tissus. C'est par exemple ce que nous avons fait
pour CD117 (c-Kit) dont nous avons retrouvé I'expression dans les cellules
pancréatiques embryonnaires immatures [14].

Une seconde approche que nous avons débutée consiste a soustraire les ADNc
d’un tissu différencié, pauvre en cellules progénitrices, d'un tissu peu différencié
et riche en cellules progénitrices. Comme décrit précédemment, en absence de fac-
teurs de croissance, un épithélium pancréatique précoce se différencie et peu de
cellules indifférenciées persistent. En présence de FGF-7 en revanche, la différen-
ciation est limitée et la masse de cellules indifférenciées est accrue. Nous avons
choisi d'utiliser ces deux tissus pour réaliser cette soustraction

Une autre approche consiste a marquer les cellules progénitrices et a suivre leur
devenir. Notre hypothése, basée sur des données existantes dans d autres tissus
telle par exemplelapeau, est queles cellules progénitrices pancréatiques proliferent
rarement in vivo. Il serait donc possible de marquer ces cellules a des stades pré-
coces et de suivre puis sélectionner de telles cellules pour leur capacité a retenir
le BrdU. Nos premiers résultats indiquent la faisabilité d’ une telle approche.

Une derniére approche consiste en un crible par hybridation in situ sur poisson
médaka entier d’ ADNc dérivant de différents organes. Ce poisson de petite taille
qui se reproduit aisément est transparent durant les stades embryonnaires. 1l peut
aisément étre utilisé dans des cribles par hybridation in situ in toto. Briévement,
une banque est construite a partir d’ un organe, des sondes ARN sont préparées a
partir de cette banque et des médakas a différents stades de leur développement
sont hybridés. Le profil d’ expression de la sonde d'intérét dans le pancréas peut
étre analysé et les candidats qui ont un profil d’expression qui nous intéresse sont
alors sélectionnés. Nos critéres de sélection sont : expression dans le pancréas;;
expression plus précocement que I'insuline lors du développement ; expression
non-ubiquitaire; co-expression dans le cerveau; expression dynamique qui
s éteint quand le développement progresse. Ces clones d’intérét sont séquencés et
analysés en détail : analyse de séquence et recherche d’ homologues dans d’ autres
especes ; ontogénie fine ; co-expression avec des marqueurs pancréatiques. Nous
réaliserons aussi dans le futur des expériences de perte de fonction en utilisant des
antisens morpholino, une approche trés efficace chez ce type de poissons [15].
Nous avons récemment caractérisé en détail le développement du pancréas chez
médaka en générant et validant les outils dont nous alons avoir besoin pour cette
approche et analysé en détail une collection de médakas hybridés avec 500 clones
différents dérivés d’une banque de cerveaux réalisée antérieurement [16]. Nous
avons ensuite préparé une banque a partir d’ organes digestifs de médakas embryon-
naires. Nos premiers résultats qui démontrent la faisabilité des expériences propo-
sées ont été récemment publiés [17].

APPLICATIONS A L’HOMME

Il nous a semblé important depuis plusieurs années, d étendre a I’homme les
résultats obtenus chez I’animal. L’ objectif reste le méme : caractériser les cellules
pancréatiques progeénitrices et les facteurs qui contrélent leur développement.

Nous avons dans un premier temps réanalysé en détail e profil d' apparition des
cellules endocrines pendant les étapes précoces du dével oppement pancréatique
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[18]. Ce travail a permis de définir précisément le moment d’ apparition des pre-
miéres cellules endocrines et la possible localisation des cellules progénitrices.
Nous avons alors mis au point un modéle dynamique de développement de pan-
créas embryonnaire humain. Briévement, nous greffons sous la capsule rénale de
souris immuno-incompétentes SCID des pancréas embryonnaires humains imma-
tures. Ces tissus se développent en termes de masse, de différenciation endocrine
et de fonction. Par exemple, aprés s étre développé 3 mois dans la souris, le tissu
humain est capable de réguler parfaitement et pendant plusieurs semaines la
glycémie de souris diabétiques [19].

CONCLUSION

Ces différentes approches permettront de progresser sur un plan cognitif dans
la compréhension du développement de deux organes dérivant du pancréas.

Les données sur |e pancréas seront aussi importantes dans le contexte de greffe
de cellules B au sujet diabétique. En effet, il est maintenant démontré qu’ un sujet
diabétique greffé avec des Tlots pancréatiques humains peut vivre sans insuline
exogene pendant plusieurs années. Toutefois, le grand nombre d'lots nécessaires
pour la greffe et le peu de donneurs exclut que ce type d' approche soit utilisé a
grande échelle. Le type d approche que nous proposons: caractérisation des
cellules souches, amplification et différenciation pourrait permettre de générer des
cellules B en masse. Finalement, alors qu'il est clair que le diabéte de type 1 est
d & une destruction massive des cellules B, il n’existe pas de données quant a la
capacité des cellules souches résiduelles a se différencier pour repeupler le pan-
créas. Ce mangue de données est d0 a I’ absence d'informations sur les cellules
souches pancréatiques et le contrle de leur différenciation. Mieux connaltre ces
aspects devrait permettre de définir de nouvelles molécules qui activeront le déve-
loppement des souches en cellules 3 matures.
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