Poste 5 :Créer des cellules a insuline

A partir des cellules souches pour le
traitement du diabete?
Etat des lieux entre espoir et réalité
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Plasma glucose (mmol/l)

Glycémie sur 24 h chez un sujet normal
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La glycémie doit etre maintenue dans des limites
étroites (homéostase)

Hyperglycémie: pas d’effets immédiats
a long terme, complications oculaires,

rénales, nerveuses, circulatoires, dues a
I'exces de glucose (glycation des proteines

modifiant leur fonction.

Hypoglycémie: effets immédiats
faim, transpiration, frissons, puis perte
d’attention, confusion, coma




Le glucose est «brulé» par la cellule pour faire de I'énergie




Utilisation du glucose par différents organes pendant
les 3 heures qui suivent un repas riche en glucides
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La glycémie résulte d'un dialogue entre les tissus
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Variations du glucose et de l'insuline dans le plasma
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Les lots de Langerhans:

micro-organes régulateurs du glucose sanguin
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Diabete pour un patient:
un avant et un apres
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Leonard Thompson premier enfant a recevoir de l'insuline en janvier 1922

Leonid Poretsky




La cellule B (béta): détecteur du sucre
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Courtesy of Prof. P Maechler (poste 1)




La cellule B (béta): détecteur du sucre
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Diabete

Maladie métabolique caractérisée par une hyperglycémie,

due a un défaut de sécrétion d'insuline.
cause des complications a long terme (occulaires, rénales, cardio-
vasculaires, nerveuses, etfc... )

Diabete de type 1 : destruction auto-immune
progressive des cellules f3

Diabete de type 2 : résistance des cellules p du
pancréas a sécréter l'insuline

Au moins 50 % des personnes atteintes de diabete ne sont pas au
courant de leur état !




Développement du diabéte de type 2
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Traitements actuels (Réalitél)
DlabeTe de Type 2
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* Régime alimentaire et exercice physique
* Agents pharmacologiques permettant:

- 'augmentation de la libération d'insuline (sulfonylurées)

- une meilleure sensibilité des tissus cibles (foie, muscles...)

Stockage du
glucose augmenté




Diabéte de type 1: diabete insulino-dépendant
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Population mondiale souffrant du diabete de type 1 : 6 millions
Nombre d'enfants atteints : 430 000

Représente 10 % des diabetes

L'orgasnisme s'attaque aux cellules béta des Tlots de Langerhans
(réaction auto-immunitaire)

Destruction totale des cellules a insuline

Tlots sains Tlots de diabétiqu

W OSADE ST




Traitements actuels (Réalité!)
Diabéte de Type 1
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#* Traitement de choix: Injections multiples d'insuline

Permet jusqu'a un certain point un bon contréle du glucose sanguin

Si et seulement si

Une instabilité glycémique entraine des complications aigués:

# Greffe du pancréas < > Reins

Intervention chirurgicale lourde

Thérapie immunosuppressive lourde




Principes de l'isolement et de la transplantation
dillots de Langerhans

Pancréas humain

“




Traitements actuels (Réalitél)

Diabéte de Type 1
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Intervention chirurgicale beaucoup moins lourde
Thérapie immunosuppressive moins lourde




Limites actuelles des transplantations
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# Tolérance immunitaire (rejet des flots)

L'emploi d'immunodépresseurs dont la toxicité est problématique

*  Nombre insuffisant de donneurs

Donneurs en état de mort cérébrale Receveur

1999-2002: 162 transplantations dans le monde

Japon: moins de 10 morts cérébrales par année




Thérapies actuelles et perspectives futures
dans le diabéte de type 1

Insulinothérapie Transplantation de

pancréas ou d‘ilots

Génération ex vivo de
cellules B a partir de
cellules souches
embryonnaires ou
adultes

Regénération in
vivo des cellules [ ?




Recherche expérimentale:
Plus un mythe, bientot une réalitél

Alternative aux flots de Langerhans:
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Qu’'est-ce qu'une cellule souche ?
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Les cellules souches sont non différentiées

Les cellules souches sont pluripotentes: une seule cellule est
capable de produire tous les types d'organes (foie, coeur, pancréas...)

Les cellules souches sont immortelles: placées dans des conditions
appropriées, elles s'auto-renouvellent de fagon illimitée

Outil de choix pour le développement de nouvelles
approches thérapeutiques fondées sur le remplacement

cellulaire

D'ou proviennent elles ?




Qu'est-ce qu'une cellule souche ?

Les cellules souches sont non différentiées

Outil de choix pour le
développement de nouvelles
approches thérapeutiques fondées
sur le remplacement

cellulaire

Cellules dusang Cellules de la peau

Cellules beta




L'espoir des cellules souches

L'étude des cellules souches constitue une source d'espoir
pour le développement de nouvelles approches
thérapeutiques fondées sur le remplacement cellulaire
(médecine régénérative)

Les cellules souches peuvent soit provenir d'un embryon
(cellules souches embryonnaires) issu de fertilisation in
vitro, soit étre extraite d'un donneur adulte (cellules
souches adultes) a partir de la moelle osseuse, du sang,
du placenta ou du cordon ombilical
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Utilisation des cellules souches humaines:

dans quel but?
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Fig. 1 Climbing a mountain in
the clouds. Approximate timeline
of efforts to derive beta cell
surrogates from embryonic stem
cells, including key milestones

Insulin mRNA
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Des cellules souches aux cellules beta

natune
biotechnology

Reversal of diabetes with insulin-producing cells
derived in vitro from human pluripotent stem cells

Abireza Bezania!, peanifer T Bruin®, Payal Arora', Allson Rubin®, Irina Batushansbky®, A1 Asadi®,
Generation of Functional Human

famnes Lo fod
Pancreatic 8 Cells In Vitro

Felicin W, Paghucn, ' Jelfeey FL 8liman, - Mads Glirdler ' Michasl Segel, Alana Van Dereod, | Jonniler Byoje Fya
Chie

Article
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Controlled induction of human pancreatic EMBO
progenitors produces functional beta-like cells in JOURNAL
vitro
Haolger A Rusi, Auddeey ¥V Parant, Jenniler | Ringler, Thamas G Hernkngs, Gopika G m i Expon
Mnir, Mayya Sheeygert, Tingxia Guo, Sapna Purd, Leena Haatajo, Yincenzo Cirwlli
Riahact Blediach, Greg | Srat, Petar Aryan, Matthias Hebsok
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Des cellules souches aux cellules beta

Human islet Stem cell-derived islet-like cluster

6P

Heiko Lickert  *7s

&

Institute of Diabetes 4.,
and Regeneration Research

Source: EASD meeting 2021




Pourquoi chercher a produire des cellules beta
fonctionnelles a partir de cellules souches?
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- Pour la thérapie cellulaire

- Pour comprendre les mécanismes du diabete

Transplantation of genetically
matched healthy cells
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Affected cell type Repaired iPS cells
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Patient-specific iPS cells

Robinton et al. Nature 2012




ESC: Différenciation des tissus humains durant le

Ectoderme Mésoderme Endoderme Germinale

|

: P L
e i - s —
= . | e -
it ﬁ
=T : | — i ——

Peau Yeux Muscle Globule  Pancréas Poumons
Cerveau Coeur Rein Muscle lisse Foie




ESC: Techniques de cultures pour générer des
cellules souches embryonnaires
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Embryon au stade de clivage @&

Blastocyste en culture

(Obtenu a partir
d'embryons surnuméraires)

Masse cellulaire interne (épiblaste)

" Monocouche nourriciére de
‘ fibroblastes embryonnaires

Cellules dissociées

W = Nouvelle monocouche

Cellules souches _ - |
embryonnaires (ES) \_kr— =




ESC: Pas si facile que ¢a !

Estomac E _wd-;; S Coeur
7 Cellules souches\A T (0.05%)
% embryonnaire (ESC)  _ e
Tlots
Muscle i

Plus difficile a obtenir en culture
en raison de son origine
embryonnaire (endoderme)

Sérieux problemes éthiques et légaux




Cerveau

Cellules sanguines

Adipocytes

T

Cellules souches adultes:

alternative aux 1lots de Langerhans pour la transplantation
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Cellules souches adultes:
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Cellules souches adultes:

Mouse adult stem cells are
injected into the muscle of
the damaged left ventricular
wall of the mouse heart.

Stem cells help
regenerate
damaged

heart muscle.

Damaged
heart muscle
cells

Adult stem cells

<
Human adult bone marrow @
stem cells are injected into & )
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the tail vasculature of a rat.
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The stem cells induce new blood vessel
formation in the damaged heart muscle
and proliferation of existing vasculature.

Adult stem
cells

New blood
vessels =]
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Damaged
heart muscle
cells




Autre source de cellules souches:
Cellules souches pluripotentes induites

Le Prix Nobel de médecine

Les deux chercheurs ont montré que les cellules adultes spécialisées

peuvent étre reprogrammees en cellules souches pluripotentes,
capables de produire n'importe quel tissu.

John B. Gurdon | = Shinya Yamanaka

- 19 ans, Anglais. . 50 ans, Japonais.
% Découvre en 1962 o % _ llconfirme en 2006 o
v gue les cellules de .+ la découverte de Gurdon
grenouilles adultes ~ . en reprogrammant —
contiennent toutes * des cellules matures
les informations 4" de souris en cellules
d'une cellule souche. ) pluripotentes.




Cellules souches pluripotentes induites

Des cellules

souches

pluripotentes

pourraient étre produites a partir
de cellules adultes spécialisées
prélevées sur des humains.

o +&% o

oa& o—p

Manipulées en laboratoire,
elles peuvent se transformer
en n'importe quelle cellule

du corps humain, soit

pres de 200 types de cellules.

Source : nobelprize.org

Ces cellules

souches

mises en

culture dans une boite de Pétri
peuvent se multiplier

a l'infini.

Implantées dans

le corps d'un patient,
elles pourraient
remplacer les cellules
malades. Pour les
diabétiques, par exemple,
elles remplaceraient

les cellules pancréatiques
productrices d'insuline.




Conditions nécessaires pour obtenir une bonne
cellule permettant de controler la glycémie
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Etapes a atteindre pour le développement d'une thérapie
cellulaire utilisant les cellules souches humaines

? Cellules souches humaines

v

? Etablissement de lignées pures en culture| * Protocole bien défini
! et reproductible

? Vérification de la fonction physiologique|#* Sécrétion d'insuline en
i réponse au glucose

v v v

Démontrer l'efficacité Démontrer la sécurité Prévenir le rejet des cellules‘

# Modeles animaux # Absence de tfumeurs # Thérapie immuno-
souris et primates , i i
( p ) Absence dagents suppressive moins lourde

wieux # Encapsulation

Essais cliniques
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Les protocoles de différenciation in vitro imitent le
développement du pancréas et des ilots de souris
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Siehler et al.; Nature Reviews Drug Discovery, 2021




Défis actuels de la différenciation des cellules souches
plur'upofenfes en cellules a insuline

et <3 B _an sl o tl st

Stage 1-2 Stage 3 Stage 4-5 Stage 6-7
ES GT PFG Immature-B-like
o Q
d10-11 d19-20
> 98% PDX1+ >T0% PDX1+/NKXG.1+ up to 60%
Progenitors Progenitors C-pep+Geg- cells

« [(-like cells display immature phenotype, e.g. increased levels
of beta cell development genes when compared to human adult

beta cells

« [i-like cells have limited functionality

Source: EASD meeting 2021




Défis actuels de la différenciation des cellules souches
pIurupoTenTes en cellules a msulme
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D19/d20
T e Ty
ES GT Immature-falike
e - o 8 - i
dil db di10-11 d19-20
= 3% PDX1* =T0% POET+MNEXE. 1+ up to G0%
Progenitors Progenitors C-pap+Geg- cells
hESC Gut Foregut Common Immature Mature
tube Progenitor Pancreatic -like cell fi-cell
Progenitor
- Additional time

Source: EASD meeting 2021




Défis actuels de la différenciation des cellules souches
pluripotentes en cellules a insuline
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Source: EASD meeting 2021




Bientot une réalité |

Modest glucose-stimulated
~ insulin secretion
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The quest to make fully functional human pancreatic beta cells from embryonic stem cells: climbing a
mountain in the clouds
James D. Johnson Diabetologia (2016) 59:2047-2057




Des cellules souches aux cellules beta

SC-islets reorganize during S7 culture

S7w0 S7w1 S7w3 S7w6

INS GCG DNA

Patricia Robb 1960
"The development of the islets of Langerhans
in the human foetus”
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beta cell
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Bipolar islet Mantle islet Mature islet
(Mantle islets still dominant)




Des cellules souches aux cellules beta
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Timo Otonkoski

Functional, metabolic and
transcriptional maturation of
human pancreatic islets derived
from stem cells




Merci de votre attention et
de votre visite |l

Pour tout renseignement, n'hésitez pas a
hous contacter:

www.diabete.unige.ch
ou

Thierry.brun@unige.ch
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