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1. Introduction

1.1. Le diabeéte

1.1.1. Définition

Le diabéte dit sucré est une maladie liée a unailldééfce des mécanismes biologiques de
régulation de la glycémie. Il s’agit d’'une maladieronique due a une carence ou a un défaut
d'utilisation de l'insuline. Cette carence ou céad entraine une hyperglycémie, ce qui a de
multiples conséquences néfastes. En effet, le ghiabetraine, entre autres, des complications
rénales, des atteintes du systeme nerveux, deslisgleardio-vasculaires et peut causer la cécité.
En pratique, on distingue le diabete insulinodépenddiabéete de type 1) marqué par une carence
absolue en insuline et le diabete non insulinodépen(diabéete de type 2). Ainsi, on distingue les
sujets normaux, les sujets hyperglycémiques nobhétigues (glycémie entre 1,10 et 1,25 g/L a
jeun), les diabétiques (glycémie supérieure oueggal,26 g/L a jeun, ou glycémie supérieure a
2 g/L a la 2™ heure de I'hyperglycémie provoquée par voie oretelps intolérants au glucose
(glycémie comprise entre 1,40 et 2 g/L a f*heure de I'hyperglycémie provoquée par voie

orale).

1.1.2. Histoire du diabéte

Le diabéte occupe une place singuliere dans l'inestie la médecine. Le texte le plus ancien
qui y fait mention est le papyrus d’Eber, écrit50 ans avant J-C. A cause de ses symptémes
typiques, (urine abondante et sucrée, soif et &igessives), il a pu étre observé et décrit par les
plus grands médecins dont Aristote, Galien, Avieerei Paracelse. Le terme de diabete a
proprement dit est attribué a Demetrios d’Apnéé(@vant J-C). Il provient du grec dia-baino qui
signifie « passer au travers ». Les médecins gaecsens avaient observé ce syndrome : les
malades semblaient uriner aussitot ce qu'ils vahae boire, comme s'ils étaient "traversés par
l'eau” sans pouvoir la retenir. Le terme latin abdites» est attribué a Arétée de Cappadoce (premier

siecle avant J-C) qui a fait également une desoniple la maladie. Le nom de diabéte mellitus
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remonte au 18" ou 17™siécle lorsque le Dr Thomas Willis, médecin perssrdu roi Charles |l
d'Angleterre, décrivit que l'urine diabétique étaierveilleusement sucrée comme si elle était
imprégnée de miel ou de sucre. C'est a ce moméiigputa le nom de "diabéte mellitus". Durant
le 18™siecle, les médecins s'apercurent que les pateésentant du diabéte mellitus abaissaient
leurs symptdmes lorsqu'ils diminuaient leur consatiom de sucre. Différentes dietes utilisées a
cette époque permettaient de plus un amaigrissen@mtl848, Claude Bernard démontre la
fonction glycogénique du foie, et c'est grace atawaux d’Oscar Minkowski et Joseph Von
Mehring que le réle du pancréas fut découvert e8618 l'université de Strasbourg. lls noterent
qu'en enlevant le pancréas des chiens, ceux-cndmme diabétiques. A partir de ce moment, les
chercheurs se mirent & chercher cette moléculelé&ppésuline” qui était responsable de la
régularisation du sucre au niveau sanguin. En 18/%rancais Emile Lancereaux distingue, le
premier, le diabete maigre (appelé encore diahaténjle, diabéte insulinodépendant ou DID et
plus tard diabéte de type 1) du diabéte gras (cabeté de la maturité, diabéte non
insulinodépendant ou DNID puis diabéte de typel@nska dénomination actuelle). En ao(t 1921,
Paulesco a Bucarest fit la découverte d’une hornpameréatique hypoglycémiante qu’il appela
pancréine. Quelgues mois aprés, en décembre 192toato, les chercheurs canadiens, Frédéric
Grant Banting et Charles Herbert Best (1) publargsi la découverte d’'une hormone pancréatique
hypoglycémiante qu’ils appelérent insuline (c'estte derniére dénomination qui sera utilisée). lls
réussirent a isoler et a mettre au point une méthiedpréparation des extraits pancréatiques a la
fois sdre et efficace pour la production d'insulioe qui leur a valu un prix Nobel en 1923. Cette
découverte a révolutionné le traitement du diabaiesi que la prévention de ses complications
puisque jusqu’alors le diabéte de type 1 était ehqubur les personnes atteintes. En effet, le 11
janvier 1922, pour la premiéere fois, de l'insulfoeinjectée a Léonard Thompson, un garcon de 14
ans en état d'acidocétose et a l'article de la.rAoce moment, l'insuline lui sauva la vie et depui
ce jour, des millions d'étres humains sont traitdsnsuline pour contréler le diabete. Ce fut une

découverte trés importante pour les diabétiquetype 1 qui purent survivre a l'apparition de leur
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maladie. Apres l'apparition d'un traitement, le ommauté médicale s'est apercu graduellement que
les patients mouraient peu de problemes d'acideeétd de coma diabétigue mais que des
complications a long terme apparaissaient au niwealaire, au niveau rénal, au niveau cardio-
vasculaire. Les mécanismes conduisant aux diffésefdrmes de la maladie commencent a étre
précisés a partir de la deuxiéme moitié df"28iécle, avec notamment la mise au point en 1959
par Salomon Berson et Rosalyn Yalow, de la méthdeleadio-immunologie et le dosage de
linsuline (2).

La compréhension du diabéte de type 1 et de seanisétes auto-immuns progresse avec la
découverte en 1965 par Willy Gepts, de «I'insulit¢3), c'est-a-dire de linfiltration par des
cellules immunitaires des filots de Langerhans d@utddu diabéte de type 1. C'est en 1974 que
furent découverts les auto-anticorps dirigés colatreellulep par Gian Franco Botazzo du groupe
de Deborah Doniach (4). En 1976, Andrew Cudworjm{bntre que la prédisposition génétique du
diabéte de type 1 est sous la dépendance, au reoirgartie, des genes du complexe majeur
d’histocompatibilité.

Enfin, la communauté médicale s'est vite rendueptemu'il ne suffisait pas de contrler
l'acidocétose et le coma diabétique pour évitectesplications. Graduellement, le monde médical
s’est apercu qu'il fallait normaliser la glycémibez tout patient diabétique pour éviter les

complications a long terme.

1.1.3. Epidémiologie du diabete

En France, plus de 3 millions de personnes somitgues, 15 % sont diabétiques insulino-
dépendants (type 1) et 85% non insulino-dépend&ypie 2). Selon I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS), le diabete est un véritable problemsanté publique aussi bien en France, ou I'on
dénombre environ 3,5% de diabétiques, mais ausstueaope ou le nombre de diabétiques est
évalué a 48 millions, et aux Etats-Unis ou il ysanillions de diabétiques pour moitié méconnus.
Les spécialistes estiment que plus de 500 000drarspnt diabétiques sans le savoir. La répartition

géographique de la maladie prend la forme étonr@dintesablier. Avec des prévalences de diabéte
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de type 2 importantes (> 4%) en Europe du sud c&ralie, Portugal, Espagne, et en Europe du
Nord : Finlande, Suéde. Dans le monde entier, 2dl®ns de diabétiques peuvent étre dénombrés
et les prévisions font état d’au moins 380 milliolesdiabétiques d'ici & 2025.

La prévalence du diabéete augmente parallelementiallissement, a l'urbanisation, a la
sédentarisation et au développement de I'obésitg léa populations des pays industrialisés. Cette
maladie n'épargne pourtant pas les pays en voigédeloppement ou le diabéte non insulino-
dépendant atteint parfois une prévalence de 20%, &0 raison d'une prédisposition géenétique
couplée a une modification rapide du mode de viarbanisation brutale, sédentarisation et
alcoolisation des populations.

Le nombre de déceés attribués au diabéte a étééeatinm peu plus de 800 000, mais on sait
depuis longtemps que ce chiffre a été largemerd-sestimé. En réalité, il est plus probable gu'il se
situe aux alentours de 4 millions de morts parsait,9% de la mortalité totale. En fait, le nombre

des déces en relation avec le diabete est pluscyantement du a des complications

cardiovasculaires.

1.1.4. Le diabéte non insulinodépendant ou DNID ou diabdetéype 2

Le diabéte non insulino-dépendant ou diabete de 2ypesulte de la conjonction de plusieurs
genes de susceptibilité, dont I'expression dépenfacteurs environnementaux, au premier rang

desquelles, la consommation excessive de graiat@®ass, de sucres rapides et la sédentarité.

L'insulino-déficience responsable de I'hyperglycemii diabéete de type 2 est précédée par 10 ou
20 ans d'hypersécrétion insulinique (hyperinsutn@$ secondaire a une insulino-résistance des
tissus périphériques. Les anomalies métaboliquadaifbentales qui précedent le diabéte de type 2

sont les insulinorésistances musculaire et hépatiqu

1.1.5. Le diabeéte insulinodépendant ou DID ou diabéteyde 1

Autrefois appelé diabéete insulino-dépendant (DID,eacore diabéte juvénile), cette maladie
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est une forme de diabéte sucré qui apparait lesougent de maniere brutale chez I'enfant ou chez
le jeune adulte. Il se caractérise par une émisdionine excessive (polyurie), une soif intense
(polydipsie) et un appétit anormalement augmentdyfihagie). Il a aussi pour conséquence un
amaigrissement malgré une prise de nourriture antrdune hyperglycémie supérieure a 2 g/L (la
limite supérieure étant de 1,26 g/L a jeun) avatopaprésence d'acétone dans les urines et d'une

haleine «de pomme reinette» caractéristique.

Le diabéte de type 1 est d0 a une destruction iautaine des cellules insulino-sécrétrices dites
cellulesp. L'hyperglycémie apparait lorsqu'il ne reste plgge 10 a 20% de cellul@s
fonctionnelles. Le processus auto-immun responsdibiee « insulite » pancréatique se déroule sur
de nombreuses années (5 a 10 ans voire plus, Bajparition du diabéete). Cette réaction auto-
immune survient sur un terrain de susceptibilitéégigue a la suite de facteurs déclenchant et peut

étre dépistée avant I'apparition de I'hyperglycépmaiedes dosages sanguins d'auto-anticorps.

Le terrain de susceptibilité génétique est déait yme susceptibilité plurigénique avec au moins

10 genes en cause :

- Le 1% et le principal se situe sur le chromosome 6 geai des génes ou du systéme HLA
de classe Il avec un risque relatif de 3 a 5, loisgxiste un antigene HLA DR3 ou DR4. Le risque
relatif atteint 20 a 40 lorsque les deux antigeD&3 et DR4 sont associés, ce qui veut dire que
l'association DR3-DR4 est fréquente dans la pojumatiabétique alors qu'elle est exceptionnelle
dans la population non diabétique. Ainsi, le risqpagir des freres et soeurs peut étre précisé en
fonction de l'identité HLA avec le diabétique. Lisque est de 15% lorsque les fréres ou sceurs
présentent les deux haplotypes HLA en commun aweatidbétique. Il n‘est que de 7% lorsqu'ils
n‘ont qu'un seul haplotype en commun et il estriefé a 1 % lorsque les deux haplotypes sont

différents.
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- Le 2™ géne repéré se situe dans la région du génendelitie mais d'autres régions du
génome sont impliquées. Leur étude permettra pesit-@améliorer le dépistage du risque
génétiqgue. Mais elle devrait surtout permettre deush comprendre la physiopathologie de la

maladie.

Il est important de connaitre le risque de surveliua diabéte insulino-dépendant dans la fratrie
d'un enfant diabétique ou lorsque I'un des deurrparest diabétique. Le risque pour une mere
diabétique insulino-dépendante d'avoir un enfaabélique est environ 2% alors que le risque est

de 4 a 5% lorsque c'est le pére qui est diabétipugino-dépendant.

De plus, des facteurs environnmentaux sont probabie a l'origine du déclenchement du

processus auto-immunitaire, qu'il s’agisse de fad@&utritionnels, toxiques ou viraux.

Le réle des virus dans la pathogénie du diabetgmel est suspecté mais non démontré. En faveur
de cette hypothése, la haute prévalence du dial®type 1 (environ 20%) en cas de rubéole

congénitale ou la présence du virus coxsackie Bl idans le pancréas d'enfant décédé lors d'une
acido-cétose inaugurale. Certains virus pourrgesgenter un antigene commun avec des protéines

de cellulep (virus coxsakie ou cytomégalovirus).

L'infection virale pourrait étre responsable dedarétion de cytokines, en particulier d'interféypn
favorisant par différents mécanismes le développéende la réaction auto-immune au niveau

pancréatique.

La destruction de la cellulgest essentiellement due a une infiltration des par des lymphocytes

T helper CD4 et des lymphocytes T cytotoxiques CD&8 processus se déroule a bas bruit pendant
plusieurs années. Au cours de cette réaction sodujs des auto-anticorps dirigés contre certains
antigénes pancréatiques. Ces auto-anticorps namep eux-mémes de rdle pathogene mais sont

des marqueurs fiables du déroulement du processosramun pathologique.

20



Ces anticorps sont essentiellement au nombre de 4 :

« Les anticorps anti-ilots (islet cell antibody: ICA)

+ Les anticorps anti-GAD (glutamate acide décarbmeg)aCes anticorps sont dirigés contre
une enzyme ubiquitaire mais qui est exprimée aaau\pancréatique. Leur présence traduit
I'existence d'un processus auto-immun dirigé cdageellule$ du pancréas.

+ Les auto-anticorps anti-insuline, retrouvés surtiez I'enfant.

« L'anticorps anti-IA2 : c'est un anticorps dirigéntte une phosphatase membranaire des

cellulesp.

La recherche de ces auto-anticorps peut étre effeatans deux indications :

- Le dépistage des sujets en train de développelinsudite auto-immune a bas bruit, soit
dans la fratrie d'un enfant diabétique, soit cleszdnfants d'un parent diabétique. Plus I'on
retrouve d'auto-anticorps différents, plus le risqle développer un diabéte de type 1 est
important. Ce dépistage a un intérét soit poururasd'entourage s'il est négatif, soit pour
démarrer le plus tét possible une insulinothérapieninima qui pourrait retarder la
destruction des cellulgs Certaines équipes proposent des traitements miifsvdu diabéte
mais ceci reste dans le cadre de la recherche.

- Dans le cas d'un diabéte qui ne présente pas tlmstesractéristigues du diabéte de type 1
ou de type 2, on peut parfois étre amené a recbetahprésence d'un ou plusieurs auto-

anticorps qui est un argument pour un diabetegif@iauto-immune.

1.1.6. Complications liés au diabete et prévention
1.1.6.1. Complications liées au diabéte

1.1.6.1.1. Complications aigues

Les complications liées au diabéte ont une origimmmune: I'excédent de glucose dans le

sang. Apres un certain temps, une trop grande géal& glucose dans le sang a des effets néfastes
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sur les reins (néphropathie), les yeux (rétinogathé systéeme neurologique (neuropathie), le coeur

(infarctus) et les vaisseaux sanguins (hypertensidériosclérose, etc.).

a) Hyperglycémie

Le coma acido-cétosique avec hyperglycémie apparaitas de déficit sévere en insuline. |l
complique le diabéte de type 1 insulinodépendarlls souvent. L'acidocétose peut révéler le
diabéte ou survenir a l'occasion d'une erreur pedétaque ou d'une complication récurrente. La
polyurie et la polydipsie sont majorées; des nas#es vomissements et des douleurs abdominales
peuvent égarer le diagnostic. La déshydratatioc@sitante. Il y a évolution vers des troublesade |
conscience et vers le coma. Le diagnostic de gdditse fait d’aprés les urines (glycosurie,
aceétonurie), celui de gravité s’établit grace asade de la glycémie. Le traitement fait appel a la
réhydratation, l'alcalinisation et l'insulinothéi@pintraveineuse continue. Le plus souvent, le

pronostic est bon.

b) Hypoglycémie

L'hypoglycémie est une complication fréquente. tagses d'hypoglycémies sont multiples. Dans
le diabete de type 1, il s'agit d'une inadéquatiotne le régime alimentaire, I'activité physiqudaet
dose d'insuline. Dans le diabéte de type 2, il gaagir d'interactions médicamenteuses avec un
sulfamide hypoglycémiant (sulfamide anti-bactérianti-vitamine K, aspirine, certains AINS) ou

de tares visceérales surajoutées (insuffisancee¥nal

Le traitement de I'hypoglycémie repose sur l'adstiation de sucre sous plusieurs formes :
boissons sucrées, morceaux de sucre si le patienbescient ; perfusion intraveineuse de glucose
a 30% si le patient est inconscient; injectionantrusculaire de glucagon, sauf en cas de traitement

par sulfamide.
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1.1.6.1.2. Complications chroniques

a) Maladies cardiovasculaires
Le diabete contribue a I'émergence des maladiebovasculaires. En effet, le diabete favorise le
développement de l'athérosclérose au niveau dessgsoartéres et augmente ainsi le risque
d'obstruction de vaisseaux sanguins prés du caefardius), au cerveau (ACV) ou aux pieds
(gangrene). L'age, I'nérédité, I'hypertension, Wenpoint et le tabagisme influencent aussi leur
apparition. Les diabétiques de type 2 ont souverrofil qui les rend au départ plus a risque de ce
genre de maladie. Les maladies cardiovasculainesdamux a quatre fois plus fréquentes chez les

diabétiques que chez les autres.

b) Néphropathie
Le terme néphropathie provient du grec nephrosn= flee tissu des reins est constitué d'une
multitude de minuscules vaisseaux sanguins quidatnun filtre dont le réle est d'éliminer les
toxines et déchets du sang. Comme le diabéete chass&roubles vasculaires, ces petits vaisseaux
peuvent en étre affectés au point d'entrainer uEtéridration progressive des reins qui se
manifestera par divers troubles, allant de lirisaffce rénale a la maladie rénale irréversible.

Notons que I'hypertension contribue grandementtiaubles rénaux.

c) Neuropathie

La neuropathie est le nom générique donné auxtaffescqui touchent les nerfs et qui peuvent étre

passablement douloureuses, quelle qu'en soit laecales troubles du systéme nerveux se

développent dans les dix premieres années du digbetz 40% a 50% des personnes diabétiques
de type 1ou 2. Cela en raison d'une mauvaise aironl sanguine (donc d'un apport en oxygene

insuffisant pour les nerfs) et du taux élevé decgbe, qui altere la structure des nerfs. Le plus

souvent, le sujet ressent des picotements, desspagtsensibilité et des douleurs qui se manifesten
d'abord au bout des orteils ou des doigts, puisontéemt progressivement le long des membres

atteints. La neuropathie peut aussi toucher les gei contrdlent la digestion, la pression sanguin

le rythme cardiaque et les organes sexuels.
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d) Rétinopathie
Le diabéte peut conduire a une détérioration pssiyve de la vision. Il s'agit de la complication la
plus fréquente : pratiquement toutes les persosaefrant du diabéete de type 1 développent des
troubles oculaires, tandis qu'elle touche 60% dasétiques de type 2. On appelle « rétinopathies »
ces troubles aux yeux, méme si d'autres partid'saileque la rétine peuvent étre touchées (comme
le nerf optique, par exemple). Cette détériorafi@ut mener a la formation de cataractes et au

glaucome, voire a la perte de la vue.

e) Sensibilité aux infections
L'élévation de la glycémie et la fatigue parfoigemdrée par la maladie, rendent les diabétiques
plus a risque d'infections épisodiques parfoisialiffs a guérir, notamment des infections de la
peau, des gencives, des voies respiratoires, dn vagde la vessie. En outre, les troubles de la
circulation sanguine peuvent avoir pour effet dentir le processus de cicatrisation apres une

blessure, ce qui peut causer des infections ré@altés dans les plaies.

1.1.6.2. Prévention des complications liées au @izb

La prise en charge du diabéte requiert le contd@e taux de glycémie. Plus le contrble est
renforcé, meilleure sera la prise en charge dedladie. En effet, une prise en charge inadéquate du
diabéte sur une longue période peut entrainer oleplecations. En plus de la surveillance de la
glycémie, il est important de surveiller la tensemtérielle et les lipides dans le sang et de suivr
guelques pratiques préventives pour les yeux €ies et les pieds afin de limiter ou de retardsr le
complications liées au diabete.

Pour connaitre le niveau de contréle du glucogedede 'hémoglobine Alc est réalisé. Une
petite quantité du glucose qui se trouve dansng,sen attente d'étre utilisé par les celluledixse
de facon permanente aux globules rouges. Cettedixae fait sur la molécule d’hémoglobine du
globule rouge qui n'altére pas la capacité du déobouge a contenir de I'oxygéne. Chez le sujet
non diabétique, l'organisme utilise le glucose dkass cellules d'une maniére efficace et par

conséquent il y a peu de glucose disponible pattasher a 'hémoglobine. En revanche, chez le
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patient diabétique, la quantité de glucose dansaley est plus importante ce qui permet a une
guantité plus importante de glucose de se fixergdoBules rouges. Ainsi, plus I'hémoglobine Alc
est élevée, plus la quantité de sucre dans le sshgnportante. Des études en Europe et dans
d'autre pays du monde ont montré qu'une amélioratms la prise en charge est bénéfique pour les
diabétiques de type 1 ainsi que pour les diab&igigetype 2. D'une maniere générale, pour une
réduction de 1% du taux de I'némoglobine Alc, smue de développer des complications du
diabéte micro-vasculaires (yeux, reins et systeargenx) est réduit de 40%. De plus, le contrble
de la tension artérielle peut réduire les malad#sio-vasculaires de 33 a 50% et peut réduire les
complications micro-vasculaires (yeux, reins ett&y® nerveux) d'environ 33%. En général,
chaque réduction de 10 mm de mercure (mmHg) densidn artérielle systolique entraine une
réduction d'environ 12% des complications liéesdebete. De méme, un contrdle amélioré du
cholestérol et des lipides (par exemple: HDL, LOLlreglycérides) peut réduire les complications
cardio-vasculaires de 20 a 50%. De plus, la déteddt le traitement des complications oculaires
associées au diabete par la thérapie laser parttirala progression d'une cécité d'environ 50 a
60%. De plus, les programmes d'entretien du pienvgre diminuer le taux d'amputation de 45 a
85%. Enfin, la détection et le traitement au déifune maladie rénale due au diabete peuvent

réduire le développement de l'insuffisance rénale.

1.2. Insuline
1.2.1. Description
L'insuline est une hormone polypeptidique forméprésa élimination du peptide C par
hydrolyses, de deux chaines de 21 et 30 acidestamigliées par deux ponts disulfures (6, Fig.1-
1). Elle est sécrétée par les cellufedes flots pancréatiques du pancréas et exerceffein e
normoglycémiant. Elle fait partie du groupe destioles appelés IGF (Insuline like Growth Factor)

ou somatomédines.
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Figure 1-1: Insuline, chaines A et B réunies par deux porsslflires et le peptide C.

1.2.2. Biosynthése

L'insuline est produite dans les cellulggqui constituent 75% des filots de Langerhans du
pancréas. La biosynthése de linsuline s'amorces dannoyau des cellulef, a partir de
l'information contenue dans le code génétiquegsitsur le chromosome 11. La cell@léabrique
en premier un produit peu différencié, qui est umacromolécule : la pré-pro-insuline. Cette
protéine, qui représente le produit de traductieW ARN messager de I'insuline, est constituée de
pro-insuline agrandie d’'une séquence peptidiquepléomentaire de 2500 Da attachée sur
'extrémité aminoterminale de la chaine A. Depuitigr (1967), on sait que le produit
immédiatement précurseur de l'insuline est la patiine qui dérive donc de la pré-pro-insuline.
La pro-insuline est synthétisée dans les ribosoati@ehés au réticulum endoplasmique rugueux,
sous le contréle de la concentration des cellflesn calcium et glucose. Les ponts disulfures se
forment, donnant sa structure définitive a la preuline, qui s’accumule dans les citernes du
réticulum endoplasmique rugueux (RER). La vitesseelte étape serait rapide, de I'ordre d’'une
minute. La pro-insuline est composée de deux chafhet B de la molécule d’insuline et d’'un
troisieme polypeptide, le peptide C (33 acides a@s)imqui relie I'extrémité aminoterminale de la
chaine A a I'extrémité carboxyterminale de la chaBn(7). La synthése se fait dans le cytoplasme,
dans des régions riches en RER. La pro-insulineresiite transportée dans I'appareil de Golgi en
moins d’'une demi-heure. La commence sa conversioinguline pour se poursuivre dans les

granules de stockage : I'étape de conversion, &saumt a la formation d’insuline et de peptide C,
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résulte d’actions enzymatiques (trypsine, carbopgtijase B et probablement chymotrypsine)
localisées a la face interne de la membrane duulrai\pres leur formation, les granules de
stockage augmentent de densité et renferment desions semblables a des cristaux d’insuline
entourées de peptide C. Le zinc contenu dans laledl favorise la formation d’hexameres
d’insuline et de pro-insuline, en méme temps qurdtege l'insuline des attaques enzymatiques. (8,
Fig.1-2).

Alors que la pro-insuline n’est normalement séaégéi’'en petites quantités, insuline et

peptide C sont sécrétés en quantité égale.
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Figure 1-2: Etapes cellulaires de la biosynthese de I'insulihapres Orci et al., 1988)
1- Elaboration du précurseur (pré-proinsuline parrlbosomes
2- Libération de la pro-insuline dans les cavitésé@ticulum endoplasmique

3- Scission dans les vésicules sécrétoires dekinpuline dans les vésicules de I'appareil de Golg
4- Libération de I'insuline et du peptide C par e}tose
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1.2.3. Régulation de l'insulinosécrétion

La régulation physiologique de l'insulinosécrétiest sous la dépendance des nutriments et
des ions. Elle est modulée par des hormones diactipide et d’autres facteurs a plus long terme

(9, Fig.1-3).
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Figure 1-3: Sécrétion de I’insulin(a(j’épfésinrlemuteret al.,2003)

1.2.3.1. Rale des nutriments dans l'insulinosécrétion

a) Role du glucose
Le glucose représente I'agent insulinostimulanplles puissant. Le débit est étroitement lié a la
concentration glucosée du plasma qui se manifestie ges concentrations glucosées comprises
entre 0,80 et 5 g/l. Le glucose stimule puissamneesinthése de I’hormone qui se déroule en 2
phases: un premier pic précoce et intense, quiewigon 3 minutes; une seconde phase durable et
ascendante, qui tend vers un plateau (10, Fig.A-4haque instant, la cellufgajuste sa sécrétion
au taux de glucose plasmatigue, maintenant ungbwémique stable. Le glucose pénétre dans la
cellule grace a une molécule appelée « transpodigglucose » (11). Une fois dans la cellule, le
glucose tient un double réle. Un réle énergétiqgae gpn métabolisme oxydatif aboutissant a la
synthése d’ATP, qui serait utilisé dans la libénatile I'insuline et un rdle de signal de la séoréti

d’insuline.
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Figure 1-4: Sécrétion de l'insuline basale et pulsafi&apres Perlemuteret al.,2003)

b) Rdle des nutriments non glucidiques

Acides aminés

Suite aux travaux pilotes de Flowd al., (12), I'effet insulinotrope de certains acides iaé@si est
connu depuis plusieurs décennies. La L-leucinéegstemier acide aminé dont le mode d’action en
tant qu’agent insulinotrope fut attentivement ex@l¢13). En bref, il fut d’abord établi que les
effets de la L-leucine sur différents parametredabdiques et ioniques étaient parfaitement
compatibles avec l'idée que son action insulinadr@pait étroitement liée a sa capacité d'agir
comme nutriment dans les cellules insulaires. Ramgle, la L-leucine augmente la consommation
d’'oxygéne par les ilots (14) et leur teneur en NAB&HATP, diminue la perméabilité membranaire
au K et affecte les mouvements du®Calans les ilots pancréatiques (15). De plus, keffe
insulinotrope semble lié a la capacité de certaides aminés d’agir comme nutriment dans les
cellules insulaires et, dans le cas des acidesésntationiques, a leur accumulation dans ces
mémes cellules (16). D’autres acides aminés augmela sécrétion d'insuline tels, que I'arginine,

la lysine, la phénylalanine, la valine et la métime (17). Leur action est cependant conditionaée (
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'exception de la leucine) par la concentration gfncose du milieu qui baigne les cellulps
Cependant, le mécanisme d’action des acides aragignal élucidé mais explique en partie qu’un
repas mixte éleve moins la glycémie qu’un repasidigue. Enfin, I'action stimulante des acides
aminés sur la sécrétion d’insuline semble se precion pas sur la biosynthese mais plut6t lors de

I'émiocytose des granules d’insuline (16).

Acides gras

Un repas riche en lipide provoque une élévatiortadix plasmatique des acides gras libres
(AGL) induisant une augmentation de la réponselimsue au glucose (9). Les acides gras sont
des substrats énergétiques majeurs de la cdllules ilots pancréatiques (17, 18); ils stimulent
linsulinosécrétion en présence de concentrationsmales ou élevées de glucose sanguin.
Néanmoins, les effets insulinosécréteurs des agaessont faibles par rapport a leur contribution
au metabolisme oxydatif des cellulpsLes acides gras utilisés par les cellylesent plusieurs
origines: les acides gras libres circulants, ledescgras contenus dans les lipoprotéines circegant
(les cellulesp possedent des récepteurs des LDL qui leur permetie capter les lipoprotéines
circulantes (19)) et les acides gras contenus tEmngriglycérides stockés dans la cellfleDes
expériences récentes ont montré que I'expositiencedules a court terme (quelques heures) aux
AGL potentialise la sécrétion d’'insuline en répoasgylucose, tandis que I'exposition a long terme
(plusieurs jours) inhibe la sécrétion d’insuline ponse au glucose (20). In vivo, la sécrétion
rapide d’insuline en réponse au glucose est la mémee le rat nourri ou a jeun, alors que la
sécrétion tardive est diminuée chez le rat nolrtne des différences entre les deux groupes
d’animaux est que la concentration en AGL est beapi@lus élevée chez le rat a jeun (21). De
plus, si I'on injecte un agent antilipolytique (deinicotinique) au rat a jeun, afin de diminuer la
concentration en AGL avant la perfusion de gluctsesécrétion tardive d’insuline en réponse au
glucose est supprimée. Si la concentration en AG&Lm&intenue par perfusion de triglycérides et
d’héparine, la sécrétion d’insuline en réponse kgage est restaurée. L'effet potentialisateur a

court terme des acides gras sur I'insulinosécréimnéponse au glucose est probablement di a une
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augmentation de la concentration d’acyl-CoA danscyosol. En effet, ceux-ci stimulent
I'exocytose, soit directement, soit aprés formatiendiacylglycérol, un stimulateur de la protéine
kinase C (PKC) (22). De plus, I'exces d’acides difaes dans le muscle entraine une inhibition des
mécanismes de la transmission du signal insulinigi@cumulation de métabolites dérivés de ces
acides gras libres (acyl-CoA et diacylglycérol) doih a une activation de la protéine kinase C qui,
en phosphorylant un résidu sérine (Ser) du subsi@agur du récepteur de I'insuline (IRS), entraine
une diminution du recrutement de la phosphatidgited 3-kinase (PI3 kinase) et donc une
réduction du transport de glucose (23, Fig. 1-8nRju’il existe une certaine controverse a cetsuje
(22), I'exposition prolongée des Tlots pancréatgjaex acides gras induit généralement in vivo une
diminution de la sécrétion d'insuline en réponseghucose (24, 25). En revanche, les études
réalisées in vitro montrent clairement que I'expoasi prolongée des ilots pancréatiques aux acides
gras entraine une inhibition de la sécrétion tardiinsuline en réponse au glucose par le pancréas

isolé et perfusé (22).

Insuline Acides gras libres
\
IRS-Ser P Acyl-CoA
+
\
“a PI3 kinase -
Protéine kinase C ¢

“ Transport de glucose

Figure 1-5: La reformulation des mécanismes biochimiquesrigiiee du cycle «glucose-acides
gras» dans les années 2@@@pres Shulmanet al.,2000)

1.2.3.2. Roble des ions

Les ions constituent des éléments primordiaux tatibération de l'insuline et la régulation
de l'insulinosécrétion. Le glucose, sur la membrplasmique de la cellulg, pénétre facilement
dans la cellule grace a l'action d'une protéineofesant I'entrée de ce sucre (transporteur de

Glucose: Glut-2). Ce glucose va étre phosphorylé pee glucokinase (GK). Le Glucose 6
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Phosphate (G6P) produit est engagé dans deux deiamétabolisme importantes, la voie des
pentoses phosphates et la voie de la glycolyserdsedtats de ces voies métaboliques se traduisent
par une élévation d’ATP intracellulaire qui inhibdrs les canaux K-ATP dépendants situés au
niveau de la membrane cellulaire. Ainsi, la fermetde ces canaux est accompagnée d’'une
dépolarisation des cellules qui permet I'ouvertdeecanaux G4 Le calcium intracellulaire va
alors augmenter et se fixer sur la calmoduline ptammer un complexe provoquant la
phosphorylation de protéines du cytosquelette et mécrofilaments. Ces modifications vont
favoriser la migration des grains contenant l'imseivers la membrane de la cellfldl y a ensuite
fusion et exocytose vers le courant circulatoiree plus, les cellules peuvent recevoir des
informations mettant en jeu des enzymes membran@tespholipase C = PLC) qui stimulées par
PIP2, donnent I'Inositol triphosphate (IP3) provagula libération du calcium contenu dans les
organites du cytoplasme. Il se forme alors le cemplcalmoduline-Ca qui favorise I'exocytose

de linsuline (26, Fig. 1-6, 24).

Ca
@ )44 Jrrrmm\l@
lucese _@%_.-Giucnse e.f K-:env ®/
@ fox I 4 gepolarisation
G-5-P
Vain des PP @ glyselyss Fi
®
1 Bfitochondrie
e ——

I

hosphorylation de protéines du
eytosquelette
migrotubules micrefilaments

Grain dinsuline

-

Figure 1-6: Mécanismes intracellulaires principaux de la gémméd’insuline par le glucose dans la
cellulep (27)
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1.2.3.3. Régulation hormonale rapide

A l'état physiologique, trois hormones sont inhiigiés et trois autres sont stimulantes de la

sécrétion d’insuline.

a) Hormones inhibitrices

L’insuline a une action de rétrocontréle sur sgopecsécrétion. Tout exces d’insuline met au repos
la cellule B et inversement. Cette action semble avoir un effiejeur pour équilibrer le
fonctionnement des cellul@schez le diabétique. L’adrénaline (comme les awtadécholamines) a

un puissant effet inhibiteur sur la synthese etderétion de l'insuline sans que le mécanisme en
soit réellement connu. La somatostatine bloqu&daésion d’insuline et de glucagon. Elle diminue
I'insulinémie de base, ainsi que la libération dlitine provoquée par le glucose. Ceci est di a une

action directe de I’hormone sur la cellle

b) Hormones stimulantes

Les agents cholinergiques stimulent la sécrétiansdline; cet effet semblable a celui du nerf
pneumogastrique est inhibé par les atropiniqués;est impliquée dans la réponse insulinique de la
prise d’aliments.

Le glucagon a chez 'homme un effet insulino-séerégui parait dépendre de la concentration en
glucose du milieu extracellulaire. Le glucagon, tdoon connait la puissance d’action
hyperglycémiante, équilibre en sorte ses actions.

Certaines hormones gastro-intestinales sont stimesgale polypeptide pancréatique sécrété par les
cellules endocrines dans les ilots pancréatiques daat le role physiologique est imparfaitement
connu; le GIP (Gastric Inhibiting Peptide) qui estponsable de la phase céphalique de la sécrétion
d’insuline, c'est-a-dire du pic précoce d’insuli@o®tion. Il agit en synergie avec le glucose. Ou
bien encore le GLP-1 (Glucagon-Like Peptide-1) @gtiun polypeptide a effet anorexigene sécrété
par le tractus digestif au cours de la prise altaes Le principal effet du GLP-1 est de stimuéer

sécrétion d'insuline et de réduire la sécrétiorgldeagon. Il inhibe par ailleurs la sécrétion et la
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motilité gastriques et, par action hypothalamiquesduit I'appétit et la prise alimentaire.

1.2.4. Actions physiologiques de l'insuline

L’insuline stimule le processus anabolique et lasanen réserve de I'énergie. Elle agit
essentiellement sur 3 organes cibles et sur lehokgae glucidique et lipidique des divers tissus
périphériques. Son action métabolique généraleesgiexen favorisant I'entrée de certains substrats

dans les cellules et en agissant sur le métaboligthdaire de ces substrats (28).

a) Effet sur le foie

Le foie est le siege de la néoglucogenése (29)luase y est produit a partir de précurseurs
issus du catabolisme protidique et lipidique. Lilge stimule la synthése de la glucokinase, qui
est une hexokinase spécifigue du foie, favorisanformation de G6P et sa transformation en
glycogéne (ce qui accroit son effet hypoglycémiant)son utilisation (glycolyse). Elle stimule
aussi la lipogenese hépatique et inhibe I'effeogéhe du glucagon (30). Elle possede également
sur les protides une action a la fois anaboliquanétcataboliqgue. De plus, des études ont mis en
question l'insulino-sensibilité du foie en mettaet évidence que la production hépatique de

glucose diminuait lentement quand I'insulinémietégsque, et non portale, augmentait (31).

b) Effets sur le tissu adipeux

Le tissu adipeux constitue le principal réservoéndrgie de I'organisme et la source des
AGL. Par ailleurs, ces derniers, dont la diminutid& concentration plasmatique est fortement
corrélée a la suppression de la production hépatoipl glucose, sont connus pour stimuler la
gluconéogenese (32). Enfin l'insuline diminue laékation des AGL par le tissu adipeux en
inhibant la lipolyse et favorisant la lipogenes8)(3Ainsi, le mode de contrdle de la production
hépatique de glucose par l'insuline peut étre d’pad indirect, par la régulation de la libération

des acides gras non estérifiés a partir des adipoey d’autre part, direct, via la néoglucogenése.
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c) Effets sur le muscle strié (squelettique et candéq

L’insuline stimule la synthése du glycogéne panatation de I'’hexokinase, mais elle stimule
surtout la glycolyse. Elle inhibe la protéolysdeelipolyse musculaires et favorise le transpotif ac

de certains acides aminés a travers la membralaoe (28).

d) Effets périphériques (adipocytes et muscles)

L’insuline stimule le transport du glucose par tdrmédiaire des transporteurs du glucose.
Parmi les différentes formes de transporteurs adjoui identifié (Glut 1 a Glut 6), seul le Glut 4,
présent principalement dans les tissus adipeux Lefcataires, voit son activité et sa synthese
accrues par I'effet de l'insuline (34, 35). Les GGluwubiquitaires sont, pour I'essentiel, réguléslpa
concentration du glucose assurant ainsi un appwtgétique aux tissus dont la fourniture en
glucose est vitale (systeme nerveux, placenta gicyiger, 36).

Les Glut 2, présents dans le foie et les cellflpancréatiques, sont régulés par la glycémie et non
par l'insuline (37). Le glucose est transformé déesen G6P dont les 3 voies métaboliques

(glycolyse, voie des pentoses phosphates et giyogghése) sont stimulées par I'insuline. De plus,

en stimulant la lipogenése, I'insuline augmenteHalestérolémie. Enfin sur les protéines, l'inselin

exerce un double effet anabolique et anticatabel{@8, 39).

1.3. Les thérapeutiques du diabéte de type 1

L’insulinothérapie est le principal traitement dialibte de type 1. Il s’agit d’'un traitement
substitutif par l'insuline exogene dont le but dst se rapprocher de la courbe de sécrétion

physiologique d’insuline.

1.3.1. Insulinothérapie
1.3.1.1. Les différents types d’insuline
La plupart des insulines aujourd’'hui disponiblest gwoduites par génie génétique (insertion
du géne de la pro insuline humaine dans une baaérune levure), ou par modification chimique

de linsuline de porc (47). L'utilisation d'insudirde séquence humaine a permis de réduit la
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production par le patient, d'anticorps anti insallpar rapport & une insuline animale. Ceux-ci ne
semblent pas responsables de l'apparition d'unistaége a l'insuline, mais peuvent perturber
l'insulinémie par relargage de l'insuline et emieaides hypoglycémies (48). Il existe quatre types
d'insuline qui different par leur durée d'actiorréspinjection sous cutanée. Ces quatre types
d'insuline sont tous a base d'insuline "ordinail@'est I'adjonction d'une quantité variable de
protamine ou de zinc qui leur confére leurs prdapséharmaco-cinétiques: ces complexes forment

des cristaux (49).

Il existe doncl'insuline d'action rapide ("ordinaire") qui présente un délai daction de 30
minutes et une durée d'action efficace 4 a 6 he&st la seule insuline utilisable par voie
intraveineuse, intramusculaire, par injection scutsinée, ou intra péritonéale a l'aide de la pompe.
Il existe égalementine insuline d'action intermédiaire avec un délai d'action 90 minutes et une
durée d'action efficace de 12 heures. De mémeadrouver dd’'insuline d'action biphasique. Il
s’agit d’'un mélange en proportions variables dlingurapide et d'action intermédiaire. De plus, le
patient diabétique peut disposer d’'unsuline a longue durée d'action ou insuline lentavec un
délai d'action 2 a 3 heures et une durée d'acea@ddheures (50). Enfin, le but du traitement est d
combiner les administrations d'insuline a duréecta différente (insuline d'action rapide,
intermédiaire, lente) pour obtenir des concentratiplasmatiques proches de linsulinémie

physiologique sans toutefois multiplier le nombiajections.

L'insuline, inactive par voie buccale, s'adminigia voie parentérale et habituellement par voie
sous-cutanée profonde sous forme de suspensiartable. Pour cela, il existe plusieurs systéemes

d’administration de l'insuline en sous cutané skxsngues, les stylos et les pompes a insuline.

1.3.1.2. Stylo a injection
Un stylo injecteur (Fig. 1-7) est un moyen simpli@jdcter l'insuline qui est contenue dans
une cartouche située a l'intérieur du stylo. Lelades s'administrent alors eux-mémes leur insuline

par voie sous-cutanée. Avec ce systeme, lIs pewt#iser, en fonction de leur cinétique d'action,
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les différents types d'insulines. Ainsi, l'utilisat combinée de ces types d'insuline permet aux
malades d'obtenir une insulinémie dont la concéatraau cours du nycthémere tend a se
rapprocher de l'insulinémie physiologique. Il egisteux sortes de stylos injecteurs. Les stylos
rechargeables, aussi appelés stylos réutilisabliéa oartouche" et les stylos pré-remplis d'ingylin
aussi appelés stylos "jetables" puisque I'ensemiblstylo est a jeter une fois vide. De plus, les
stylos a insuline offrent le tres net avantagejetier I'insuline d'une facon discrete et rapida. P
ailleurs, les aiguilles sont tres fines, ce quicestfortable pour le patient. Chez les jeunes dgafen

les personnes maigres, il peut étre difficile datgr en sous-cutané, et l'injection intramusaailair
accidentelle peut conduire a une hypoglycémie gr&/est pourquoi, pour ces patients, il est
préférable d’utiliser les stylos injecteurs, pappgart aux seringues, qui permettent de contréler
automatiquement la profondeur d'injection. De pliastechnique d'injection avec un stylo est
simple, ce qui permet quelquefois de déléguerdaatinjection d'une infirmiere & une personne de
la famille ou au patient lui-méme, notamment dansds des enfants. Néanmoins, les injections
répétées peuvent étre douloureuses, méme si dgepronsidérables ont été réalisés concernant la
taille de l'aiguille. De plus, il peut y avoir desfets locaux au niveau du site d’injection comiae |
lipoatrophie ou des réactions allergiques locdbesméme, I'absorption de l'insuline est fortement
affectée par le choix du site d'injection, la pmodeur d'injection, la température et la
vascularisation du tissu (51). Enfin, la cinétigdiaction est modifiée en fonction de la dose

injectée.

Figure 1-7: Stylos a injection
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1.3.1.3. Pompes a insuline
La pompe a insuline est un appareil de petite daioen discret et capable de perfuser en

continu des quantités réguliéres d’insuline. Despplusieurs études ont montré gu’elle améliore le
contrble de la glycémie des malades, tout en diarihdes quantités d'insuline quotidiennes
nécessaires. Cependant, elle est réservée a senailades. Il existe alors 2 types de pompes a
insuline: les pompes a insuline portables (exteghés pompes implantables.

a) Pompe portable

Une pompe a insuline portable (Fig. 1-8) est urpakgif électronique de la taille d'un

téléphone portable, qui se porte sur soi, et géré de l'insuline en continu par l'intermédiaitend
cathéter placé en sous cutané. La pompe assurdoa lia débit insulinique de base et les pics
prandiaux d'insuline. De plus, une pompe a insudixterne permet une administration en continu
de linsuline (débit basal), adaptée aux besoindutiisateur, avec des doses supplémentaires
d'insuline (bolus) si nécessaire. Par ailleurs, pompe est plus proche du fonctionnement normal
du pancréas, en délivrant de linsuline de facomticoe avec un minimum de variation et de
variabilité d'absorption. Ceci permet alors un teail contréle de la glycémie pour la majorité des
patients et une diminution du nombre d'hypoglycénathyperglycémies (52, 53). Cependant, le
patient doit prendre sa glycémie et réguler le td#bisuline ce qui reste contraignant. De plus une
panne mécanigue ou un blocage de I'appareillagess@teptibles d’entrainer une acidocétose ou

une hypoglycémie.

Figure 1-8: Pompe a insuline portable
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b) Pompe implantable

Une pompe a insuline implantable fonctionne de &anm maniére qu'une pompe a insuline
externe, avec 2 différences majeures. Elle estamgé sous la peau (la plupart du temps dans
'abdomen) et délivre ainsi l'insuline dans la ¢&\peritonéale et non dans les tissus sous cutanés.
Par ailleurs, les pompes implantables utilisentingeline hautement concentrée.
Une pompe implantable a la forme d'un disque de®, He diamétre et de 2 cm d'épaisseur (Fig. 1-
9). Elle est programmée en utilisant un communicatexterne. Contrairement aux pompes
portables, les pompes implantables utilisent urselline spéciale, hautement concentrée et sont
remplies tous les 2 & 3 mois, selon les besoinssiine du patient. Actuellement, les pompes a
insuline implantables ne sont utilisées que damsi@lrs centres en Europe, par des médecins
spécialisés.
Cependant, malgré les derniers rapports montraat lgs pompes implantables permettent de
réduire de facon significative les fluctuationsaglgniques et d'améliorer la qualité de vie chez les
diabétiques de type 1 (54), ce systéme reste ghaitpie nécessitant un acte chirurgical lourd. De
plus, les cathéters ne sont pas encore adapté sgogysteme et on observe chez les patients
implantés des obstructions dues a un phénomeéngastiglsation de I'insuline induisant un défaut
de perfusion.
Ainsi, face aux divers probléemes rencontrés auetsavdes différents systémes d’injection
d’insuline, des recherches sont menés sur le déveinent de nouvelles voies d’administration
d’insuline telles que l'insuline inhalée et l'ingw orale mais également sur la création d'un

pancréas artificiel.
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Figure 1-9: Pompe a insuline implantable

c) Pancréas artificiel

Le pancréas artificiel est formé d'une pompe daétivrde l'insuline en continu et d'un
détecteur de glucose sanguin (Fig. 1-10). Le butcelesysteme est d'échapper a l'injection
pluriquotidienne d’insuline, de réduire ou de suigr complétement l'intervention humaine dans
la prise en charge du diabéte et d’obtenir un émtlycémique renforcé.

La pompe, qui mesure environ 2 cm d'épaisseur Suile largeur, est placée directement dans
'abdomen. Elle est dotée d'une pile capable deerddix ans. Quant au réservoir contenant
l'insuline concentrée, il doit étre rempli tous BEux a trois mois a travers la peau grace a une
seringue. Actuellement, les systémes les plus @&gasont en essais cliniqgues. Cependant, des
problémes liés a une cristallisation de I'insulane niveau du cathéter et a la fiabilité du capteur

empéchent la propagation de ce systeme.

Figure 1-10: Principe du pancréas artificiel
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d) Insuline inhalée

Des molécules de grande taille, comme l'insulireyvyent difficlement étre administrées par
voie orale car elles sont détruites avant d’étra@naittes dans le flux sanguin. Ainsi, le mode
d’administration par aérosols présente de nombasaxtages. En effet, I'insuline se retrouve dans
les poumons sous forme de millions de petitesqaets et peut atteindre le flux sanguin.

La premiere née de ces insulines est le résultat pfogramme de développement conjoint entre
les laboratoires Sanofi-Aventis et Pfizer appel&éalers. Il s’agit d’une insuline d’action rapide
devant étre inhalée au moyen d'un dispositif spéc@mprenant des doses sous plaquette
thermoperforée et un inhalateur. L’Exubéidoit étre administré dans les 10 minutes précé@ant
début du repas. Ces résultats montrent que I'insufihalée est particulierement indiquée pour une
utilisation en post-prandiale (55). Par ailleurgglgues effets indésirables ont été notés lors des
différentes études menées : les plus courants tént'hypoglycémie et la toux. Mais le mode
d’administration peut poser probléme pour certggasents. En effet, les fumeurs doivent avoir
arrété de fumer au moins 6 mois avant le débutaitement par Exubefeet ne pas reprendre sous
peine de changer de traitement. De méme, pourdasnps présentant une fonction pulmonaire
faible ou instable, comme I'asthme, 'emphysemdaohronchite chronique, il est préférable de ne
pas utiliser ce mode d’administration de l'insulini@e plus, I'insuline inhalée ne doit pas étre
utilisée chez les personnes susceptibles de pegsane hypersensibilité (allergie) a l'insuline
humaine ou a l'un des autres ingrédients. Enfinddeeloppement d’anticorps anti-insuline chez

certains patients nécessite aujourd’hui une suaveié particuliere (56, 57).

L'insuline & inhaler Exubefan’est plus disponible aux USA et dans certainsayopéens ou elle
était distribuée. En dépit de la lourde charge aepiomotion d’Exubefy les prescriptions
s’élevaient & moins de 1% du marché de linsuline BISA. Exuber8 n'a pas réussi & obtenir
I'approbation des patients et des médecins, Pémea conclu que la poursuite de l'investissement

dans ce produit était injustifiée.
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e) Insuline orale

Depuis de nombreuses années, différentes équipayess de mettre au point l'insuline
administrée par voie orale. Ce mode d’administraie heurte d’'une part a I'acidité gastrique qui
détruit 'hnormone et a une mauvaise absorptionstitiale de l'insuline. Ainsi, de nombreuses
études sont menées concernant la mise au pointrdatgriau d’encapsulation de l'insuline qui
permettra a cette derniere de franchir a la foisalaiére gastrique et la barriére intestinaleoaey
son réle de régulateur de la glycémie. Par exempla, YH et al., viennent de publier un mode
original de protection de l'insuline permettant whaenter son absorption digestive (58). Cette
équipe a eu l'idée d’enrober l'insuline dans un@scde dont les parois sont constituées de
chitosane (un polysaccharide biocompatible et lgoatkable extrait de la carapace de la crevette) et
d’acide gamma-glutamique. La capacité d’absorpiidastinale de cet assemblage a été testé in
vitro avec succes sur des cellules intestinaleso€aCe qui a permis de tester 'assemblage in vivo
sur des rats diabétiques. Administré par voie orB#ssemblage abaisse significativement la
glycémie de 60% par rapport a sa valeur basaldadésme heure apres I'administration et durant
10 heures. De plus, I'efficacité glycémique est anée par la prise avant les repas, période ou le
pH gastrique est compris entre 2,5 et 3,7 (alof$ chwte a 1,2 aprés un repas). Cette technologie
parait intéressante comme perspective d’administrate I'insuline et prouve l'avancée de cette

recherche qui représente un grand espoir pouraligsnts diabétiques.

1.3.2. Transplantation de pancréas

La transplantation pancréatique se présente enrigh€@omme le moyen thérapeutique
susceptible de rétablir le plus fidelement la <#mmé endogéne d'insuline, et de libérer
définitivement le patient de toute contrainte datément insulinique en le rendant " insulino-
indépendant " (59, 60, 61). En effet, les résultitda transplantation pancréatique chez le patient
diabétique de type 1 sont devenus tout a fait dabép avec un taux de patients insulino-
indépendants pendant au moins 1 an, de 82% (62).

Le prélevement du pancréas se fait le plus souwsleer des sujets en coma dépassé, I'appel a un
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donneur vivant apparenté posant un double problerekr de la récurrence du processus de
destruction auto-immune du greffon comme cela adéontré lors de transplantation entre
jumeaux homozygotes, et celui du devenir du donraaz lequel on a pu observer des troubles de
la tolérance au glucose apres hémi-pancréatect(@Bie Le prélevement du pancréas total ou
segmentaire se fait le plus souvent lors de préewnts multiples d'organes (cceur, rein, foie) et le
temps d'ischémie froide peut aller jusqu’a 18-2drée si I'organe est placé dans une solution de
conservation (par exemple en présence de perfladrones).

La greffe de pancréas entier s'adresse a des tgati@bétiques de type 1 sans complications
macrovasculaires majeures irréversibles, et ayaneyxemple une fonction cardiaque ne présentant
pas de risque anesthésique majeur. En effet,rieméion chirurgicale est importante et comporte
une morbidité non négligeable qui doit étre expgaux patients avant l'intervention (64). Le
pancréas peut étre transplanté seul ou avec ufognefnal, si le patient présente une insuffisance
rénale terminale (61, 65). Différentes études onalysé le rapport risque-bénéfice de la
transplantation de pancréas, dans le cas de e giefiultanée rein-pancréas, ou dans la greffe de
pancréas aprés rein ou pancréas seul (66, 67fiteses études montrent que la survie des greffés
rein-pancréas simultanés est meilleure que cekepd¢ients demeurant en liste d'attente pour ce
type de greffe. Pour la greffe de pancréas sestdsultats sont controversés (66, 68).

Au niveau des résultats fonctionnels, les patigmeffés de pancréas entier ont une survie du
greffon a un an et trois ans de 78% et 66% poutréasplantations de pancréas seuls (PTA), de
81% et 68% pour les transplantations de pancréas éigu aprés une greffe de rein (PAK) et 88%
et 83% pour les transplantations simultanées qegameréas (SPK, 67).

Au niveau de l'immunosuppression, différentes commiBbns sont proposées. Dans leur méta-
analyse, Demartinest al., propose une quadruple immunosuppression, consistanne thérapie
d'induction (daclizumab ou anticorps antithymocytes tacrolimus (FK506), du mycophénolate

mofétil (MMF) ou un de ses dérivés ainsi que dégostles (69).

Finalement, au niveau du rapport colt-bénéfice,gtaffe de rein-pancréas simultanée est
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avantageuse quand on la compare au traitementiqtlassle dialyse ou greffe de rein et

insulinothérapie (69).

1.4. Diabete de type 1 et thérapie cellulaire

1.4.1. Les ilots pancréatiques

Les ilots pancréatiques sont des amas de cellidpsrdés dans le pancréas qui représentent
approximativement 1% de ce dernier. Chaque ilotestposé de différentes cellules endocrines
jouant un réle dans la synthése et la sécrétion liemones responsables du maintien de
’lhoméostasie du glucose (70). Ainsi, 4 types deitas sont présents dans les ilots, les cellules
B, 6 et PP, qui produisent chacune une hormone speéeifi¢l, Fig.1-11). Le glucagon est produit
par les cellules alpha et l'insuline par les ceifil de chaque ilot ; les cellules delta sécretent la
somatostatine qui a un effet inhibiteur sur la &éon d'insuline et de glucagon ; les cellules PP
produisent le polypeptide pancréatique. La distidmude ces cellules est particuliere d’'une espéece
a une autre (71). En effet, chez la souris chagueancréatique est constitué d'une masse centrale
de cellules a insuline tandis que les celluleslucagon, a somatostatine et a polypeptide
pancréatique se localisent a la périphérie detI{ifd, Fig. 1-12). En revanche, chez le singe et
’humain, la répartition des cellules semble seefaiu hasard tandis que chez le porc les celpules
s’organisent sous forme de petites unités (71, FitR). Il faut noter également que la proportion
de ces cellules varie selon qu'elles se situens dampartie basse de la téte du pancréas ou, au
contraire, dans la partie haute, le corps ou laigukl pancréas. La fonction des fTlots pancréatiques
est de détecter les variations physiologiques daogle dans la circulation sanguine afin de sécréter
les hormones adaptées pour répondre en temps réek &ariations. En réalité, le contrble
meétabolique, en condition normale, fait interveair complexe d’interaction entre les cellules

pancréatiques, I'innervation, les incrétines etrésabolites du sang (72, 73).

Ainsi, de part ses propriétés fonctionnelles, 1'iie Langerhans constitue un outil thérapeutique

intéressant pour restaurer le contrdle physiolagida la glycémie chez le patient diabétique de
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type 1.
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Figure 1-12: Détection par microscopie confocale de la distidsudes cellules endocrines dans les
flots pancréatiques humains (A), de singe (B),algis (C) et de porc (D)d’apres Cabreraet al.,
2006)

1.4.2. Greffe d'llots pancréatiques

De nos jours, la restauration de la fonction imsuécrétrice des cellulds par la greffe
d’flots pancréatiques est une alternative thérageeita la greffe de pancréas pour les patients
présentant un diabéte de type 1 instable (70,54 Ainsi, I'objectif principal d’'une transplantat
d’flots est d’obtenir une normoglycémie, d’améliole qualité de vie et de réduire les risques de

rétinopathies, néphropathies et de neuropathies.
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1.4.2.1. Historique de la greffe d'llots

Des les années 1970, la transplantation d’ilots¢éacénsidérée comme une alternative a la
transplantation de pancréas, qui, a I'époque, ait éhcore a un stade expérimental. La greffe
d’ilots a été rendue possible par le développemant 967, d’'une méthode d’isolement des ilots
dans le tissu pancréatique (76). Apres des essaictuéux chez l'animal, la premiere
transplantation autogene d'ilots a été réaliséeddd par David Sutherland a Minneapolis (77, 78).
En 1977 a eu lieu la premiére greffe allogene t1(@9). Ces essais n’ont toutefois jamais permis
aux patients de renoncer a I'apport extérieur dling. En 1978, a Zurich, Felix Largiader réalisait
en premiere mondiale une greffe combinée d’llotdleetrein. En 1980, a Zurich également, une
eéquipe composée de Largiader, Kolb et Binswangessiepour la premiere fois la transplantation
d’flots pancréatiques a partir d’'un donneur humBigndant les dix premiers mois suivant la greffe,
le patient n'a pas eu besoin dinsuline externeesC’'seulement a partir de 1988 que la
transplantation d’ilots a connu un véritable esgopdce a une méthode semi-automatique
d’isolement des ilots, mise au point par Camilledrdi (80). Enfin, en 2000, des chercheurs
d’Edmonton ont développé un nouveau protocole, léppetocole d’Edmonton, grace auquel la
transplantation d’ilots permet de renoncer a I'adstiation d’insuline chez la majorité des patients

diabétiques (81).

1.4.2.2. Transplantation d’ilots

a) Sélection des receveurs de la greffe

Les sujets réunissant les conditions pour étrespianté doivent agés entre 18 et 65 ans. La
greffe d'lots s'adresse soit a des patients depled ayant déja regu un rein et dont la glycérsie e
difficile a régler ou dont la maladie diabétiquegnesse (ilots aprés rein, 1AK), soit & des pagient
diabétiques en insuffisance rénale terminale emtaykes complications macrovasculaires les
empéchant de recevoir un pancréas entier, greffesjualors associée a une greffe de rein (rein-

flots simultanés, SIK), soit a une troisieme cati&gde patients diabétiques souffrant d'un diabéte
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trés instable (brittle diabetes), avec de multipigsoglycémies, parfois non ressenties et péjdaant
qualité de vie du patient (64). Par ailleurs, catigmts doivent présenter un taux en peptide C
indétectable et il faut que tous les traitementsipsulinothérapie aient montré leur incapacité a
induire un contréle métabolique satisfaisant. Rarifier si le patient réunit toutes les conditipns
celui-ci est présenté a I'équipe de transplantatiiots par un endocrinologue ou un diabétologue.
Cependant, méme si le patient remplit toutes ceslitons, il existe des criteres d’exclusion

majeure a la greffe d’ilots. Ainsi, ne seront passplantés:

les personnes présentant un index de poids corpapélieur a 26,

les femmes de plus de 70 kg,

- les hommes de plus de 75 kg,

- les patients ayant un besoin en insuline exogemaudgede 0,70U/kg de poids corporelle par
jour,

- les patients ayant une HbA1C supérieure a 12%,

- les sujets présentant un taux en créatinine supérée 1,5 mg/L (133umol/L), une clairance

en créatinine inférieure a 80 mL/min/1,73m?2 de aefcorporelle ou un taux en albumine

supérieure a 300 mg/24h (macroalbuminurie),

- et les patients présentant le virus d’Epstein-Ba2).

b) Sélection des donneurs

Les pancréas sont obtenus lors de dons multi osgaleesujets en mort cérébrale agés de 18 a
70 ans. Les critéres standard d’exclusion sonteégaht appliqués chez le donneur afin d’éviter les
risques infimes d’infection et de cancer (82). Etestion du donneur est également trés stricte et
pour qu'un pancréas soit accepté pour la greffietd;iun certain nombre de critéres doivent étre
respectes :
- les donneurs ne doivent pas présenter d’antécélimnbolisme, de pancréatite aigu, ni de
diabete,

- leurs glycémies doivent étre inférieures a 3 g/L6(F mmol/L),
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- leur index de masse corporelle doit étre supéae2d kg/mz,

- les donneurs ne doivent pas avoir été en arrétiacpré prolongé ou en hypotension
prolongée c'est-a-dire supérieure a 30 minutes,

- la durée d’hospitalisation (soins intensifs) doieénférieure a 5 jours,

- et les concentrations d’amylase et de lipase séritpivent étre inférieures a deux fois la
norme.

Enfin, le temps d’ischémie froide du pancréas nems dépasser 8 heures (64).

c) Prélevement des pancréas et préparation des ikmsngatiques

Les pancréas sont prélevés sur des donneurs edeétadrt encéphalique, a I'occasion d’'un
prélevement multi-organes et sont acheminés vergdatres d’isolement spécialisés qui sont en
charge de préparer les solutions d’ilots a tramspia En Europe, ils sont prélevés a Bruxelles,
Lille, Milan, Giessen, Uppsala et sur le territoteuvert par le réseau GRAGIL (Groupe de
Recherche Rhin Rhéne-Alpes Geneve pour la transpian d’'llots de Langerhans) créé en 1999 a
linitiative du Pr. P.Y. Benhamou. Ce réseau regmles Hopitaux Universitaires de Besancon,
Genéve, Lyon, Strasbourg et Grenoble et s’est réwarh élargi aux Hopitaux de Nancy et
Montpellier. Les pancréas prélevés dans ces cestrasenvoyés au laboratoire d’'isolement d’ilots
de I'HOpital Universitaire de Geneve.

Les organes sont transportés dans une solution dlUNWersity of Wisconsin) et peuvent
étre ainsi conservés pour un maximum de 8h a 4&S.rBception, un prélévement bactériologique
est réalisé sur ce liquide de conservation etlt#s sont ensuite isolés dans un délai le plus bref
possible apres le préléevement. La transplantatibotgise fait en 2 étapes. La premiere consiste en
lisolement des flots pancréatiques en laborateirea 2™ en la transplantation de la préparation

d’flots qui se déroule a I'hopital (Fig. 1-13).
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Figure 1-13: Représentation schématique des étapes de la giigdits (www.univ-lille2.fr)

L’isolement débute par la dissection du pancréascqasiste a enlever le gras environnant, les
vaisseaux sanguins, une partie de la rate et ddémuon prélevés avec le pancréas et en la
cathétérisation du canal de Wirsung par lequel isgzaté 'enzyme de digestion.

Le pancréas est alors distendue, par perfusioadunttale contrdlée avec une libérase dont le lot a
été préalablement validé par les différents siteelément mondiaux (83, 84). Ensuite, I'organe est
placé dans une chambre de digestion (Chambre dedRicou la dissociation s’effectue a 37°C
selon la méthode automatique d’isolement des détgloppée par Ricordi (74, 80, Fig. 1-14). Afin
d’évaluer I'état de digestion, des échantillonstgmélevés et I'arrét est effectué lorsque lessilot
sont libérés du tissu exocrine, mais avant que -ceure soient abimés par une digestion trop
prolongée. L'arrét se fait par dilution de la cgtmase et par diminution de la température a 4°C
(température a laquelle la collagénase est la maative). La deuxieme phase de l'isolement
consiste a purifier les 1lots du parenchyme execdigéré au moyen d'un gradient de densité
(gradient discontinu de Ficoll, 85) a I'aide d'uysme de séparation cellulaire (Cobe 2991, 86).
Les ilots ont en effet une densité plus faible lgussu exocrine. Au terme de l'isolement, lessilo
peuvent étre mis en culture avant la transplantatio directement injectés. Un tel isolement dure

de 6 a 9 heures.
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Figure 1-14: Représentation schématique de la méthode autamaligidigestion du pancréas
(d’aprés Pileggiet al.,2006)
1- Chambre de digestion, 2- Pompe péristaltiqudrésistance chauffante, 4 et 5-Béchers collect@drsloniteur de
mesure de pH et de pression en D Sonde de mesure de pH et de pression,en O

d) Transplantation

Aprés purification, les Tlots sont lavés et remisseispension dans du milieu de culture sans
sérum ni antibiotique et transférés dans une pactiansfusion. Le plus souvent, ils sont injectés
lentement pendant une période de 15 a 30 minutesldaseine porte hépatique qui est repérée par
échographie (87) et ponctionnée sous anesthésikeldééanmoins, les ilots peuvent étre également
injectés dans le foieia la veine porte a I'aide d’'une seringue aprés laipanie. Les ilots vont alors
se disperser dans le flux sanguin hépatique eplsimer dans le foie. Il est a noter que les Boist
le plus souvent transplantés apres 12 a 24 hewreslture apres I'achévement de la procédure
d’isolement et de purification. Ainsi, la transpiaon d'ilots est une technique confortable peur |
patient car l'intervention se fait sous anesthiésiale et ne dure que trés peu de temps. De pius, e
comparaison avec la greffe de pancréas entier, rdédfegdilots a une morbidité moindre,
essentiellement des risques d'hémorragie hépafifui&5%), voire de thrombose porte (rare). Une
laparotomie exploratrice en raison des complicatib@dmorragiques est nécessaire dans moins de
15% des cas et la mortalité est exceptionnelle (88)

Les derniers criteres de sélection de la préparatitiots pour pouvoir étre injecté incluent une
compatibilité de la solution avec le groupe sancdBO du receveur, une pureté de la préparation
d’au moins 30%, une viabilité des Tlots d’au moi@86, un volume tissulaire inférieure a 10 ml, un

test Gram négatif et une concentration en endotoixiférieure ou égale a 5 unités d’endotoxine/kg
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(82). Ensuite la transplantation va se déroulesrsé& protocole d’Edmonton qui consiste en une
premiére injection d’au moins 5000 Tlots équivalemtune ?meinjection pour arriver a un total de
10000 filots équivalent/kg ou plus transplanté degzatient diabétique et en la mise en place d’'un
traitement immunosuppresseur. Ur?é‘%njection pourrait étre proposée au patient seatdrsi le

peptide C circulant est détectable suite aux 2quiéctes transplantations (82).

e) Traitement immunosuppresseur

Le traitement immunosuppresseur a été établi pgrdéocole d’Edmonton et consiste en
l'induction d’anticorps anti-récepteurs de I'lL-2ig en de faibles doses de tacrolimus combinées a
du sirolimus a forte dose (89). Ensuite, 5 doseglaldizumab (1 mg/kg) sont administrées en
intraveineuse sur une période de 8 semaines apr@gue transplantation. Le sirolimus est
administré une fois par jour a des concentratidlastade 12 a 15 ng/mL pendant 3 mois apres
transplantation puis par la suite a des conceatrsitplus faibles de 7 a 12 ng/mL. Enfin, le

tracolimus est administré 2 fois par jour et ajusties concentrations allant de 3 a 6 ng/mL (82).

1.4.2.3. Greffe d’ilots pancréatiques et protocole d’Edmonto

a) La greffe d'llots pancréatiques avant 2000
Le principal obstacle au succes de la greffe &jleel qu'il était décrit, était lié a la réalité

anatomique du pancréas. En effet, le probleme guicsait était de savoir comment on pouvait
isoler les ilots pancréatiques sachant qu'ils mpeésentaient que 1% du volume total du pancréas
car I'objectif était de transplanter uniquement tets isolés de tout tissu acinaire. Par ailledes
études concernant le rejet de la greffe de paneéasnt montré que les ilots étaient relativement
protégés par rapport au reste de I'organe (90)siAies chercheurs avaient espéré que la greffe
d’flots pouvait étre protégée du phénomeéne de.régpendant, I'espoir d'isoler des flots intacts du
pancréas se trouve dormant jusqu'a ce que MosKdlasdécrit la digestion du pancréas par la
collagénase (91). Cette technique fut réaliséd_pay et Kostianovsky en 1967 en mettant au point

une nouvelle méthode de digestion pancréatiqueetsmagd’utilisation de la collagénase (75). Ainsi,
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cette technique devint la procédure standard d@imeht dllots de Rat dans de nombreux
laboratoires (92, 93). Cette technique consistailaedistension du pancréas par injection intra
ductale d’'une solution de Hank’s. Le pancréas étaits prélevé, finement haché et digéré avec une
collagénase. Avec cette technique, les ilots isétiéent histologiguement intacte et fonctionnels i
vitro. Les Tlots étaient alors purifiés par un gead de densité au sucrose (76) mais en 1969, llinda
et al., suggéréerent d'utiliser a la place un gradientalisiou de densité de Ficoll, un polymere de
sucrose (94). Mais ce n’est qu’en 1973 que Skaid., explorerent cette approche de purification
des flots au Ficoll et montrérent que grace a dettknique on obtenait un meilleur rendement
d’flots viables (85). Un an plus tard cette mémeigg améliora ce rendement en développant une
technique de digestion-filtration pour supprimeti$su acinaire au cours du processus de digestion
(95). Le développement de ces techniques a perisislat efficacement des 1lots pancréatiques
fonctionnels chez le Rat. Ainsi, par la suite, denbreuses études montrérent que la transplantation
d’flots pouvait réverser le diabéte chez le Rat @8 mais également chez le primate non humain
(98).

Les chercheurs se sont alors interrogés sur leoptimmum d’implantation des flots pancréatiques.
Le choix ne fut pas aisé car il y avait plusieunsasidérations théoriques et pratiques importantes
qui devaient étre prises en compte dans la sétedtion site approprié pour I'administration d‘llots
chez les animaux diabétiques et surtout chez I'nenfinfallait trouver un site facilement accessible
par le chirurgien pour la transplantation mais égelnt, le cas échéant, pour retirer la greffe en ca
de rejet. En 1973, Kemgt al., ont exploré I'importance du site d'implantatiorsdiots (99). Ainsi,

ils montréerent que la transplantation de 600 a 86 en sous-cutanée n’améliorait pas la
glycémie, la glucosurie et le volume urinaire chezat syngénique diabétique. De méme, une
implantation dans la cavité péritonéale de ce mémmbre d'ilots dans le méme modeéle
expérimental améliorait les parameétres cités csaesnais ne permettait en aucun cas un retour a la
normale. Cependant, lorsqu’ils réalisérent leur lanfation dans le foie via la veine porte, ils

constatérent l'installation d’'une normoglycémied&tn volume urinaire normale. De plus, I'étude
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histologique révéla un foie intact et des flotscuarisés situés dans les branches terminales du
systeme porte hépatiqgue. Par la suite, d'autresleétuse sont intéressées a d’autres sites
d’'implantation tels que le muscle (100) ou bienagada rate (101) mais sans grand succes. Encore
aujourd’hui, le foie semble étre le meilleur sitengblantation des flots.

Les chercheurs ont évalué la masse d'llots a ttamigp chez le rat diabétique afin de restaurer un
contrble métabolique normal (100). lls arriverer& &onclusion qu'un minimum de 2 a 3 flots par
gramme de poids de corporel permettait d’obteni& téponse métabolique et de maintenir une
homéostasie normale.

En parallele, des études ont porté sur I'antigénides ilots transplantés. Reckatdl., montrerent

gue sans traitement immunosuppresseur le rejet deeffe d'llots apparaissait dans les 1 a 3 jours
aprés transplantation chez le rat (102) ce qui pesgrobléeme de [I'établissement d'une
immunosuppression lors d’'une greffe d'ilots chémithme. De plus, Barkest al., mirent en avant
que le foie est un site d'implantation intéressaat il permettrait une certaine protection
immunologique (103).

Les chercheurs se sont également heurtés au preldénconservation et de mise en culture des
flots pancréatiques avant transplantation. Ainsg dombreux travaux portant sur la
cryoconservation (104) et sur le développementderiques de mise en culture des ilots ont vu le
jour (105). Mais il faut attendre 1976, et les &nax de Hegret al., pour observer une préservation
de la synthése de la pro-insuline et de l'insuéhde la sécrétion d'insuline suite a une stimairati

au glucose par des 1lots pancréatiques en culto@ .

Suite a ces années de recherche, les ilots panaesahumains furent isolés avec succes et étaient
fonctionnels (79). Ainsi, en 1977, Najariah al., transplantérent pour la premiére fois 7 patients
diabétiques (79). Cependant, malgré les technidéesloppées a cette époque et les résultats tres
encourageants obtenus sur I'animal, peu de patigotvaient arréter l'insulino-thérapie aprées
l'intervention avec seulement 9% d’insulino-indégeamce 1 an aprés la greffe. Ceci était lié aux

problemes auxquels les chercheurs se heurtaientsdpjus de 10 ans (rendement d’isolement des
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flots, conservation des T1lots en culture, vascsedion des Tlots aprés transplantation et rejet).
Finalement, ce n'est qu’en 1988 que les essaigquls de la greffe d’'ilots ont vraiment débuté
grace a la mise au point par Ricordi d’'un dispbsgmi-automatique d’isolement des ilots humains

(80).

b) La greffe d"llots pancréatiques et protocole d’Edhom

L'introduction de la méthode automatisée de dissioei du pancréas (80, 107) et l'utilisation
de la purification semi automatisée du digest paatague humain (108, 109) ont permis d’obtenir
de meilleurs rendements en ilots a transplantes galement un meilleur contréle métabolique
chez les patients greffés au cours des années(Z99210). Dans les 10 années qui suivirent, de
nombreuses améliorations de ces techniques onrgednstatées avec l'introduction de nouvelles
techniques (84, 108, 109, 111) qui permirent d'aeigi@r le rendement en filot (112, 113),
d’améliorer la transplantation en optimisant le agement de la procédure (114) et d’apporter de
nouveaux protocoles immunosuppresseurs plus effscdé5, 115-119). En effet, en dépit des
progres remarquables il se posait les probleméa dariabilité des lots de collagénase et du degré
de purification des préparations ce qui rendaiticilé la standardisation du processus, pourtant
essentielle & la réalisation des essais cliniqééssi, l'introduction de la LibéraSe une
collagénase de moindre variabilité et contenantnediendotoxine a été un progrés réel (84). De
méme, le séparateur de cellules Cobe 2991 a sigtifement amélioré I'automatisation et la
standardisation de la procédure d’isolement (86).

Les résultats obtenus concernant la greffe d'ifEBacréatiques peuvent donc étre séparés en 2
périodes : I'avant et I'apres mai 2000. En effet,neai 2000, le groupe d’Edmonton a rapporté un
succes considérable : linsulinoindépendance avecmoglycémie chez 80% des patients

diabétiques de type 1 ayant recu une greffe d'dptes un an de suivi (89, Fig. 1-15).
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Figure 1-15: Insulino-indépendance au cours du temps des patigabétiques transplanté selon de
protocole d’Edmontoiid’aprés Ryanet al.,2005)

Depuis, ces résultats ont été confirmés par certa@mtres (120) mais pas par d’autres (121). Les
excellents résultats du groupe d’Edmonton sonatgan de I'optimisation de toutes les étapes du
processus. Tout d’abord, il a été procédé a unectsgh des donneurs cadavériques pour ne
disposer que de pancréas répondant aux criterséleletion. Ensuite, I'équipe de prélevement était
tres spécialisée, attentive au refroidissement watéget rapide du pancréas du donneur avec le
maintien aussi court que possible de la durée ltBiste froide. Le processus d’isolement a reposé
sur l'utilisation de la chambre de Ricordi avecddes perfectionnements récents. L'injection de
Libéras€ a été effectuée en modulant la pression d'injectielle-ci étant augmentée pendant la
perfusion de telle sorte que les canalicules périgbes puissent étre injectées et que l'effet de
'enzyme soit maximal. De plus, le milieu utilis®yr recueillir les ilots ne contenait que des
protéines d'origine humaine et une purificationisaisante a été obtenue grace au gradient de
Ficoll et au séparateur Cobe 2991. En effet, dededtont démontré que la pureté de la préparation
d’ilots a injecter chez le patient influait surdtevation des macrophages et par conséquent, jouait
un role important dans le succes de la greffe. iABigristet al.,ont montré une surexpression des
récepteurs aux chémokines CCR5 en fonction denfendtion de la pureté (122) mais également
une réduction des réactions inflammatoires ayaut iinmédiatement apres la transplantation lors

de l'utilisation de préparations d'llots plus puétude en cours). Enfin, les receveurs étaiemesla
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sous une immunosuppression originale. Celle-ci @ytapt une induction par un anticorps anti-
récepteur de l'interleukine 2, le daclizumab, et immunosuppression de maintenance associant la
rapamycine et le tacrolimus a faible dose, sansiravecours a une corticothérapie (123). Il est a
noter que l'insulinothérapie n'a pas été interrompumédiatement aprés la greffe pour permettre
I'organisation et la prise de la greffe sans a-cogiabolique. Un autre fait original du protocole
d’Edmonton est qu’en raison du faible volume depl&paration d'ilots nécessaire, aucune
intervention chirurgicale n’a été indispensablmjéction des ilots s’effectuant dans la veine @ort
sous anesthésie locale ou générale sous contidbgephique. Un point capital a été le choix du
moment de la greffe, immédiat plutdt qu'apres uré@ique de culture. Dans le protocole
d’Edmonton, le matériel était injecté quelques bsweulement aprés I'isolement. Dans d’autres
centres, les flots sont cultivés pendant des pésioeé temps variables (124).

En 2002, I'équipe de Shapiro (125) confirme le gscdu protocole d’Edmonton en présentant 17
cas transplantés avec un recul de 2 ans apréglaatation dont 11 sont insulino-indépendant.
Néanmoins, des complications mineures telles quiystipidémie, des ulcérations superficielles,
de I'hypertension ont été relatées suite a la pleseimmunosuppresseurs utilisés dans ce protocole.
En 2005, la méme équipe publie les résultats dgrdéfe d'llots selon le protocole d’Edmonton
avec 5 ans de recul et montre que sur 65 patieatssplantés, seulement 10% restent
insulinoindépendant aprés 5 ans (81, Fig.1-15)¢laét un échec de la greffe a long terme. En
revanche, malgré cette perte de I'insulinoindépeoéau cours du temps, la sécrétion du peptide-C
est maintenue dans la majorité des cas a long téffigel-16) démontrant la fonctionnalité du
greffon (81). De plus, les récents essais clinigmesitrent que bien que la plupart des patients
présentent un greffon fonctionnel a long termerété@n de peptide C mesurable, Fig.18), ceux-ci
doivent de nouveau recourir a la prise d’insulireg&ne pour maintenir un contréle métabolique
adéquat (81, 82, 126, 127). Cependant, les besaimssuline restent moins importants qu’avant la
transplantation et la persistance de la fonctiagtéhales ilots transplantés permet de prévenir les

hypoglycémies séveres et améliore les taux en Ho@2L
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Ainsi, a I'heure actuelle, la transplantation d$lcavec l'utilisation du protocole d’Edmonton
permet de restaurer avec succés une productiosuliiie endogene et une stabilité glycémique
chez les patients diabétiques de type 1 préseatanbntrble métabolique instable; mais avec une

insulinoindépendance qui n'est pas maintenue datenips (82).

- ’_‘_\“‘x-—j_‘_‘_‘“
80 -
(<]
=
‘@
8 eof
@
B
a
[]
2 40 |
[$)
2
20 |-
o 1 1 1 1 i ]
o 12 24 36 48 60 72
Time (Months)
N= 47 41 29 18 11 4

Figure 1-16: Sécrétion de peptide C au cours du temps des matabétiques transplantés selon
de protocole d’Edmontofd’apres Ryanet al.,2005)

1.4.3. Transplantation et qualité de vie du patient

Des études ont évalué la qualité de vie et la pagr hypoglycémies des patients apres
transplantation d"lots (128, 82). Elles ont momfué la transplantation d'flots n'avait aucun inhipac
sur la qualité de vie en général mais avait unt gféychologique important. En effet, la greffe
d’llots permet de réduire la peur d’apparition tgpoglycémies par les patients (129). De plus,
méme si le traitement par insuline ne peut étraléotent interrompu, une greffe fonctionnelle
entraine un meilleur contrdle glycémique et unellnee qualité de vie avec diminution des
épisodes d’hypoglycémie pour le patient diabétigeetype 1 (82, 128). Ainsi, si le contrble
métabolique qu' apporte la greffe est suffisantpourrait imaginer qu'une transplantation dflcs d
pancréatiques pourrait étre appliguée préventiveérdenmaniere a éviter l'apparition méme des
complications chroniques du diabéte. Bien que eesiéres données soient trés encourageantes, la
greffe d'llots se heurte encore a plusieurs obssaghrmi lesquels une reproductibilité insuffisante

des résultats et le nombre restreint de patieqts alle s’adresse.
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1.4.4. Les obstacles a la greffe d'llots pancréatiques

1.4.4.1. Disponibilité des pancréas

L’'un des obstacles majeurs a la transplantatiolotd’jpancréatiques, commun a toutes les
greffes, est la disponibilité des organes. En gffelon le protocole d’Edmonton, il est nécessaire
d’effectuer 2 a 3 transplantations d’ilots pourumd une insulinoindépendance chez un patient
diabétique de type 1; ce qui revient a utiliser 2 gancréas pour un patient. En réalité, il existe
gros probleme de don dorgane a travers le mondeFiEance, les données de I'Agence de
Biomedecine montrent que preés de 50% des patienésae de mort cérébrale (900 a 1800 par an)
ne sont pas prélevés dont 1/3 pour raison non rakédié ce probleme vient s’ajouter le fait que
seul la moitié des isolements d’ilots effectuésnmtent d’obtenir une quantité et une qualité
satisfaisantes d'llots pancréatiques pour la tdansgtion. De plus, les pancréas disponibles sont
partagés pour la greffe de pancréas et pour ldeguéfots. Par exemple, aux Etats-Unis, la greffe

d’flots ne peut concerner que 1000 patients, soihsnde 0,1% des diabétiques de types 1 (129).

1.4.4.2. Alternatives aux ilots pancréatiques humains

A I'heure actuelle, la transplantation d’ilots pedatiques humain offre des perspectives
encourageantes de traitement du diabete de typeaig elle est malheureusement associée a
différents problémes tels que le manque de donrdéargane, le traitement immunosuppresseur et
I'incapacité d'offrir une efficacité de la greffd@ng terme.

Un des inconvénients majeurs de la plupart de®potes d’'isolement d'ilots utilisés en clinique est
'absence de connaissance de la composition edactgeffon. Ainsi, une meilleure connaissance
de celui-ci serait une étape cruciale pour comnreadmuver des solutions a la pénurie d’organes.
En effet, il existe des données intéressantes coacele développement de nouvelles cellfiles
partir de précurseurs présents dans la partie limsmo pure » de la préparation d’ilots. Ainsi,
Bonner-Weiret al., ont démontré le potentiel de génération de cdlpilie vitro (130). De plus, la
description de la composition exacte des isolemdiilsts pourrait révéler la présence de tels
précurseurs et la possibilité pour le greffon déteein vivo. Par ailleurs trés récemment, le groupe
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de recherche dirigé par Harry Heimberg (Centreedberche sur le Diabéte de I'Université libre de
Bruxelles) en collaboration avec les équipes freegadirigées par Gérard Gradwohl (Institut de
Geénétique et de Biologie Moléculaire et Cellulail@épartement de Biologie Cellulaire et
Développement, Strasbourg) et Raphaél Scharfmbmité( Inserm 845, Faculté de Médecine
Necker, « Centre de recherche Croissance et ssgtialn », Paris) a réussi a isoler, a partir du
pancréas de souris adultes, des cellules diteogépitrices » capables de former des cell@iles
productrices d’insuline (131). Ainsi, cette étude/@ la perspective d’'une thérapeutique du diabéte
de type 1 par régénération des cellflieka greffe de cellules souches adultes, présentesveau

des canaux pancréatiques, offre également unenaiivez intéressante pour réduire le besoin de
donneurs humains mais reste associée au problémauniitaire et biotechnologique pour
développer ces cellules souches en cellules insgkerétrices. La recherche sur les cellules
souches est pleine de promesses avec la perspdetiisposer de cellulgsen grande quantité et
parfaitement histocompatibles dans la mesure otokelle osseuse de chaque individu pourrait étre
un réservoir. Jusqu’a ce jour, de nombreuses eslloht été générées a partir de cellules souches
comme des cellules cutanées, hépatiques ou eniddesélmais aucun cas de cellul@s
fonctionnelles n'a été publié. En effet, la génératet la différenciation des cellulgs sont
soumises a une régulation précise dans laquelleitesits Delta/Notch semblent jouer un role
déterminant (132). Enfin, la greffe de cellules dms embryonnaires et le clonage thérapeutique
permettront, dans le futur, d’offrir une grandeerde en cellules insuliniques non immunogénes
(autogreffe) mais a I'heure actuelle, il faut emcoomprendre les mécanismes de différentiation et
de prolifération de ces cellules. En conclusion,thérapie cellulaire offre de prometteuses
perspectives de traitements du diabéte de typeid deanombreuses questions biotechnologiques et
éthiques restent encore a investiguer.

Un autre champ d’investigation est I'utilisationildts de donneurs xénogéniques. En effet, la
xénogreffe d'llots pancréatiques porcins offre waiernative intéressante & moyen terme car

I'insuline porcine ne differe de l'insuline humaigae d'un seul acide aminé. Cependant, bien que
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la xénogreffe permette d’obtenir un grand nombre&laleneurs potentiels, elle reste associée a des
problémes immunitaires et de zoonose ce qui la peadenvisageable pour un usage chez 'homme

dans un futur proche (133).

1.4.4.3. Rejet et traitements immunosuppresseurs
a) Définition du rejet

La principale complication de la greffe d'organg é&s rejet. Ce rejet va dépendre
essentiellement de la réaction immunologique devegr contre I'organe greffé. Cette réaction de
défense immunologique développée par le recevetiremgeu des cellules (essentiellement les
lymphocytes T), des anticorps, et la productionnakdiateurs solubles qui participent a cette
réaction (les cytokines).
Les cibles de la réaction immunologique de rejett $8s antigénes de transplantation propres au
donneur et portés par le greffon. Le receveur zameaitre ces antigenes de transplantation comme
étrangers, au méme titre qu'il reconnait commengé&aun agent bactérien infectant, avant de
mettre en place un processus de défense visanh &lgnination. Les principaux antigénes de
transplantation sont les antigenes d'histocompigédibappelés antigenes HLA. Ces antigénes sont
des molécules présentes sur I'ensemble de nodeselttes polymorphes au niveau de l'espéce
humaine, ce qui en d'autres termes signifie quarddabilité que deux individus non apparentés
soient HLA identiques, est un événement exceptionbe systeme HLA pourrait ainsi étre
considéré comme une carte d'identité biologiquenptiant de différencier les individus entre eux.
Ceci expligue qu'en situation de greffe d'orgaaayreffon étant le plus souvent issu d'un donneur
non apparenté, les différences dans le systeme é¢titée le donneur et le receveur (appelées aussi
incompatibilités) existent et vont stimuler la rdac de rejet immunologique du receveur. Des
différences dans d'autres systemes antigéniquesegsystéme HLA sont également capables de
stimuler cette réaction de rejet immunologique.o@$t pour exemple le systéme des groupes
sanguins ABO dont le pouvoir stimulant est égaldmeas fort en cas d'incompatibilité.

Heureusement dans ce dernier cas, compte tenu lgagphisme beaucoup moins étendu de ce
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systeme, il est plus facile de respecter l'appari@rnompatible du donneur et de son receveur.

b) Les différentes formes de rejet

Plusieurs formes de rejets existent. Elles se t&aent par leur moment de survenue plus ou
moins précoce apres la greffe, par les mécanismesinologiques mis en jeu et par les types de
lésions constituées au niveau du greffon. Dans lesscas, ces rejets mettent en péril la
fonctionnalité du greffon. Ainsi il faut distinguer

> Le rejet suraigu: il survient dans les heures qui suivent la traarggition et se manifeste
sous la forme d'un infarctus du greffon (oblitéatdes vaisseaux qui irriguent I'organe). Ce
type de rejet est essentiellement dU a des ansiqgugg-existant chez le receveur et dirigés
contre les antigenes de transplantation portéslepareffon. Il doit étre prévenu par la
pratigue systématique de I'épreuve de compatibijitdphocytaire (Cross match) qui
précede la greffe et qui mime au laboratoire Iltammunologique entre les antigénes du
greffon et les anticorps du receveur. L'existenededs anticorps préformés s'explique par
une réaction immunologique antérieure a l'occaslome transfusion, par la formation
d'anticorps générés lors d'une premiere greffe auume immunisation foeto-maternelle
chez la femme.

> Le rejet aigu: il survient & partir du @' jour post-greffe. L'organe greffé est le siégme’
infiltration par des cellules immuno-compétentes offlocytes, éosinophiles...) se
manifestant par des signes fonctionnels et biologgoqui témoignent de sa survenue. Ces
signes alertent le médecin qui met rapidement aceplin traitement visant a contrecarrer
cette réponse immunitaire de rejet. De la précodiéce traitement va dépendre la

réversibilité des Iésions.
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> Le rejet chronique: il s'agit de la principale cause d'échec des plangations. Le rejet
chronique s'installe insidieusement au cours dupgemour aboutir a une perte de
l'architecture du greffon qui progressivement detvie siege d'une fibrose aboutissant a la

perte des fonctions de I'organe greffé.

c) Rejet et greffe d'llots pancréatiques

Le déclin du taux d’insulinoindépendance obtenuckmique concernant la transplantation
dlot n'est pas actuellement completement calaét@t son explication semble complexe (134).
Ainsi, les facteurs préjudiciables a la greffe a3l incluent en partie, le probléme récurrent de
l'auto-immunité des cellulgs(135), le rejet allogénique, I'épuisement du meiaine, le probleme
du site d’injection intraportale des filots et laxitité chronique des traitements
immunosuppresseurs (82, 134, 136, 137). En efeenaibreux effets indésirables du traitement
immunosuppresseur, établi par le protocole d’Edmmmnsont a noter tels que des ulcérations
musculaires, des problemes d’anémie et de leucepaukquels s’ajoutent les effet secondaires de
tout traitement suppresseur utilisé pour les gsefferganes classiques (82). Ainsi, dans le rapport
présenté par Shapiret al., en 2006 concernant le dernier bilan de I'étudeiglie de la greffe
d’ilots par utilisation du protocole d’Edmonton, sleeffets indésirables rattachés a
limmunosuppression ont provoqué un changement tdeéegie thérapeutique chez 25% des
patients transplantés voire méme un retrait de $eanputre de I'étude de certains sujets (82). Par
ailleurs, il fut inquiétant d'observer un déclin ldefonction rénale chez quelques sujets qui flét
sans doute les effets de toxiques de la combinalesmolécules immunosuppressives tracolimus
et sirolimus.

Le sirolimus est une drogue immunosuppressive quirgit étre délétere a la greffe d’ilots
par sont effet anti-angiogénique et antiproliférate qui empécherait les ilots de se revascularise
correctement et donc induire une perte de la mdasgreffon (136, 138). De plus, des études
récentes ont montré que le sirolimus induisait téguction de I'expression du transporteur au

glucose Glut-2 et du facteur de transcription PDXPancreas Duodenum Hoeobox-1) qui sont
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essentiels pour le développement du pancréas,l@pguoduction d’'insuline et pour 'homéostasie
du glucose (139); ce qui induit donc une perteaj&érF phase de sécrétion de l'insuline et par
conséquent une diminution de la fonctionnalité iets (136). La toxicité du tacrolimus, quant a
elle, se caractérise par une inhibition réversidela transcription du géne de l'insuline et par
conséquent de la sécrétion d'insuline (84, 140). dféeurs, l'utilisation de sirolimus et de
tacrolimus, entrainerait une inhibition de la rég@tion des cellules (135).

A I'heure actuelle, une variété d'approches a gptoeée pour prévenir la destruction apoptotique
des flots au cours de la transplantation (inhibitae facteurs extrinseques et intrinséques de
'apoptose...) et bien que les résultatssitro furent prometteur, la démonstration de leur avgmta
in vivo sur la greffe d'llots n'a pas été trés doante (141).

En plus des réactions immunitaire connues, a loeiglu rejet de la greffe d'lots, telles que les
activations lymphocytaires (142) et macrophagiq(e$3), il a été reconnu que les réactions
inflammatoires post transplantatoire (réactions IBM Instant Blood-Mediated Inflammatory
Reaction, 144-147) étaient a l'origine d’'une pette fonctionnalité et de masse du greffon en
provoquant l'activation plaquettaire, le recrutemees lymphocytes et une sécrétion locale de
cytokines pro-inflammatoires. Ces réactions IBMIBupraient alors participer au rejet allogénique
(148) et/ou a la réactivation de I'auto-immunitdg1150).

Enfin, le but ultime des futurs stratégies d'immsmppression des patients transplantés, est de leur
restituer une propre tolérance du greffon en ctenitble probléeme de l'auto-immunité et/ou en
incitant une tolérance immunologique aux tissusldoneur allogénique pour permettre un succes
de la greffe a long terme sans avoir besoin d'aitetment immunosuppresseur a vie (151, 152,

153).
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1.5. Optimisation de la viabilité des Tlots pancréatiqus et stimulation de I'angiogenése
1.5.1. Revascularisation des ilots aprés transplantation

Une des limites majeures a la transplantation @'ilgancréatiques est liée a I'absence de
vascularisation des flots aprés transplantationeguaine un mangue d’oxygene et de nutriments a
I'origine d’'une hypoxie cellulaire qui conduit im&diablement a la perte du greffon (154, 155,
156, 157).
A la différence d’une transplantation d'organe emtu les greffons sont implantés en tant que
tissus vascularisés, les 1lots transplantés sanstactures isolées de tout systeme vasculaire &ui
la digestion du tissu pancréatique a la collagértigd’isolement des flots (158). Ainsi, la surete
la fonctionnalité des ilots nouvellement transgdantiépend uniquement de la réorganisation de
nouveaux vaisseaux afin d’apporter au greffon Iggye et les nutriments nécessaires a sa survie
(159, 160, 161). En réalité, un ilot est comparablen organe du fait de la présence d’'un systeme
vasculaire au sein méme de sa structure, forméetlales endothéliales fenétrées, qui sont
essentielles pour fournir 'oxygéne et les nutritseau coeur de I'flot (162, 163). En effet, lessilot
pancréatiques endogenes possedent une angioanafEtecomplexe possédant une pression
sanguine élevée de 5-7 mhin™.g* de tissu qui permet une distribution optimale 'deyigéne et
des nutriments aux cellules de I'llot et une disfper adéquate des hormones sécrétées (164, 165).
Par ailleurs, des études ont montré que des celardothéliales résiduelles étaient présentes dans
les flots isolés du donneur et gu’elles joueraiant role important dans le processus de
revascularisation (166, 167). Ainsi, cette décotevegmis en question la théorie selon laquelle seul
le receveur était a l'origine de la revascularmatdes flots aprés transplantation (168, 169).
Cependant, lorsque les Tlots pancréatiques soldtsigh mis en cultures, on peut observer que ces
cellules endothéliales se dédifférencient et dégdnd170). Ceci est en accord avec les travaux de
Olssonet al., qui ont montré qu’'on pouvait améliorer la revaadghtion et la fonctionnalité des
flots lorsqu’ils sont transplantés immédiatemeneapsolement (171). Par ailleurs, la viabilité, la

fonctionnalité et la masse de cellufedes ilots pancréatiques diminuent dans les prsrjuars qui
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suivent la transplantation attestant que ces prsnmairs sont critiques pour la revascularisation
(172, 173). Ainsi, une revascularisation adéquaterapide dans les 14 jours suivant la
transplantation est cruciale pour permettre unetfion optimum du tissu transplanté (174-177).
Ceci limiterait la perte des ilots pancréatiquessdas premiers jours qui suivent la transplantatio
et permettrait par la méme occasion de réduireotalme d’ilots a injecter au patient diabétique.
Cependant, les mécanismes de revascularisationilatssau cours de la transplantation sont
inconnus a ce jour. Cependant, de récentes éetude®montré que le VEGF (Vascular Endothelial

Growth Factor) semble jouer un role primordial (178

1.5.2. Définition
L'angiogenése est un mécanisme de néovasculanigagmant naissance a partir d'un réseau

capillaire préexistant (179, Fig.1-17). Elle setidigue de la vasculogenese processus dans lequel
des précurseurs hémangioblastiques se différenpient former un plexus vasculaire primitif
(Fig.1-17). Le contrdle moléculaire de I'angiogen&®mmence a étre mieux connu grace a des
progrés considérables concernant l'identificatienggnes codant pour des facteurs de croissance,
des récepteurs ou des facteurs de transcriptiotigu@is dans ce processus et a I'étude de leur
mécanisme d’action.
Au cours de la période embryonnaire, ce processtmngagne le développement de I'organisme.
En revanche, chez l'adulte, le réseau vasculaitegagscent (seulement 0,01% de cellules
endothéliales sont en division), a I'exception d@taines circonstances physiologiques (cycle
menstruel, effort physique, grossesse) ou pathgles (179, 180). Il s'agit notamment du diabéte,
de la dégénérescence maculaire liée a I'age, dehmie tissulaire (coeur, cerveau, membres
inférieurs) et de tumeurs malignes. De nouveausseaux peuvent alors apparaitre a partir de

cellules endothéliales vasculaires réactives gpbje.

1.5.3. Mécanismes de lI'angiogenéese

L'angiogenése peut se dérouler selon trois mécasispar bourgeonnement (“sprouting”),

s 7

par élargissement et séparation des vaisseaux fdéjaés (“intussusception) ou encore par
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septation ou les cellules poussent a l'intérieus daisseaux pour créer des canaux vasculaires

séparés ("bridging™) (181, Fig. 1-17).
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Figure 1-17:Vasculogenése et angiogenédaprés Carmeliet, 2000)

SMC: cellules musculaires lisses ; CL: collageké ; élastine ; Fib: fibrilline

Le sprouting: le sprouting a été le premier mécanisme de I'ayagieése a étre identifié. Il se
produit en plusieurs étapes bien caractérisées d’abord, les signaux biologiques connus
comme des facteurs de croissance angiogénique/elctdes récepteurs présents sur les
cellules endothéliales présentes dans les vaisssaguins préexistants. Puis, I'activation des
cellules endothéliales libére des protéases quiadégt la membrane basale des cellules
endothéliales, leurs permettant ainsi de se détatdhéa paroi des vaisseaux préexistant. Les
cellules endothéliales migrent dans I'espace psciaire vers les stimuli angiogénes et
proliferent alors en forme de solides tubes danmd#rice extracellulaire, formant ainsi des
vaisseaux primitifs. Les cellules endothéliales mang en tandem, a l'aide de molécules
d’adhésion appelées intégrines. Lors de la maturatertains de ces vaisseaux deviennent
des capillaires aprés différenciation et appositiercellules mésenchymateuses spécialisées,
les péricytes; d'autres se transforment en vaigsgawlus grands calibres (artéres et veines)
apres la mise en place d'une paroi constituée ukgepirs couches de cellules musculaires

lisses (Fig. 1-18, 182).
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Figure 1-18: Etapes principales de I'angiogenése par bourgenengd’apres Bergers, 2003)
a. Vaisseau sanguin. CE: cellule endothéliale;g&Rcyte; MB: membrane basale; MEC: matrice exiialzére.
b. Les péricytes se détachent et les vaisseaudaent avant que la membrane basale et la matnxtecellulaire
soient dégradées.
c. Les cellules endothéliales peuvent alors midess I'espace périvasculaire vers les stimuli ayéyies.
d. Les cellules endothéliales proliféerent et migren
e. Les cellules endothéliales adhérent les uneguatngs et forment un lumen. S’ensuivent la foramatde la membrane
basale et I'attachement des péricytes. Finalenenbburgeons capillaires fusionnent avec d'autmsdeons pour
former de nouveaux systémes circulatoires.

* L’angiogenese intussuceptivei’angiogenese intussuceptive (Fig. 1-19), égalénoemnu
sous le nom d'angiogenese splitting, a été obsepode la premiére fois chez des rats
nouveau-nés. Dans ce processus de formation deseaaix, le capillaire s’élargit et se scinde
pour former 2 nouveaux vaisseaux sanguins. Qualasgs sont distinguables dans
I'angiogenése intussuceptive. Tout d’abord, lesxdeapillaires opposés créer une zone de
contact. Puis, les jonctions des cellules endatesisont réorganisées et le vaisseau, résultant
du contact des 2 capillaires, est perforé pour p#ren la croissance des cellules et la
pénétration dans la lumiere des facteurs angiogésigTroisiemement, un noyau se forme
entre les deux nouveaux vaisseaux au niveau denka de contact qui présente des péricytes
et des myofibroblastes. Ainsi, ces cellules prejdttdes fibres de collagene dans le noyau
capillaire pour former une matrice extracellulaiéressaire a la croissance de la lumiére du

vaisseau sanguin. Enfin, le noyau est étoffé, gandification de la structure de base.
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L’intussusception est un processus angiogéniqus fréportant car il s'agit dune
réorganisation des cellules existantes et elle petme grande augmentation du nombre de

capillaires sans augmentation du nombre des celeridothéliales (183).

Figure 1-19: Représentation en tridimensionnelle (a-d) et batigionnelle (a’-d’) du processus de

génération de nouveaux vaisseaux sanguins pasugcsptior(d’apres Kurtz et al.,2003)
a, b, a, b’: Le processus commence par la prairusie 2 capillaires opposés dans la lumiére duseais sanguin.
Aprés I'établissement d’un contact inter endothiétac’), la double couche de cellules endothéBaICE) ainsi formée
et la membrane basale (MB) sont perforées au cdrdreolonne nouvellement formée s’accroit suitén&asion de
fibroblastes (Fb) et de péricytes (Pr) qui produtisies fibres de collagénes (Co) (d-d").

. La septation: au cours de la septation, les cellules endotleéligbussent a l'intérieur des

vaisseaux pour créer des canaux vasculaires séparés

1.5.4. Régulateurs de I'angiogenese

Les mécanismes moléculaires de ces différents madsgiogeneése sont complexes,
puisqu’ils mettent en jeu des signaux extra etgghulaires. Au cours de ces dernieres années, il
est devenu clair que I'angiogenése n’est pas ceéetnar un seul facteur, mais par une balance
d’'inducteurs et d’inhibiteurs produits par les abds normales ou tumorales. En effet, I'ensemble
des activateurs et inhibiteurs de I'angiogenesméola balance angiogénique, qui se situe entre la
cellule endothéliale et la cellule environnantenghi un changement dans I'équilibre de ces
régulateurs peut induire une angiogenése excessivasuffisante. L'induction de I'angiogenése

(ou «switch» angiogene) décrit la transition ddkies endothéliales de la phase de quiescence a la
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phase d’activation angiogéne (Fig. 1-20). Danditsstis normaux, les inhibiteurs de I'angiogenése
prédominent et les vaisseaux sont quiescents. Gali@ce peut-étre renversée soit en réduisant les
inhibiteurs soit en augmentant les inducteurs. éx&mple, on peut avoir une sécrétion continue
d’activateurs mais une sécrétion beaucoup plusitapte d’'inhibiteurs entrainant une inactivation
de l'angiogenese. Ainsi, expérimentalement, il psssible d’activer I'angiogenese soit en
augmentant la quantité d’activateur soit en dimmuzelle d’inhibiteur (184). Il existe aussi des
facteurs angiogéniques indirects qui intervienramts les interactions entre la cellule endothéliale
et la cellule environnante, notamment pour augméatstabilité du vaisseau.

Parmi les régulateurs clés de I'angiogenése figules « Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) » et leurs récepteurs (185), les « Fibrdbasmowth Factor (FGF) » et leurs récepteurs
(186), les angiopoiétines, et leurs récepteurslTigie-2 (187), les métalloprotéinases et leurs
inhibiteurs (188) et les activateurs du plasminegéh82, 186). D’autre part, des régulateurs
négatifs endogenes comme la thrombospondine, Batagine, I'endostatine (189), et le facteur
plaguettaire-4 ont été décrits (190). En dehorsfdeteurs solubles, les intégrines jouent un role
considérable dans ce processus en contrélant Baath@t la migration des cellules endothéliales
grace aux interactions avec la matrice extracetkil@l86). Enfin, parmi les divers facteurs
angiogéniques, la famille la plus étudiée est adle VEGF qui a pour cible principale les cellules

endothéliales (191).
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Figure 1-20: Modele du « switch angiogengasapres Hanahanet al., 1996)

1.5.5. L’hypoxie

L'hypoxie constitue un autre facteur stimulateudad@®rmation de nouveaux capillaires et le
recrutement des cellules précurseurs endothélidd@ssi, au cours I'hypoxie insulaire post-
isolement, les flots pancréatiques activent lessdie I'hypoxie menant a la formation de nouveaux
vaisseaux permettant l'irrigation des cellufsL’hypoxie fournit sa réponse par I'activation des
facteurs de transcription HIF (Hypoxia Induciblecte). Ces facteurs surrégulent de nombreux
géenes affectant la croissance des cellules endaiteétels que le VEGF, I'Ang-2, I'HGF, le PIGF,
Tie-2, Flt-1, le PDGF-B, la Nitric Oxyde Syntha$¢(sS), I'lL-6, I'lL-8, la MMP-2, la MMP-13, la
PAI-1, I'UPAR, etc. (192). Mais ils régulent égalemb le recrutement des cellules musculaires
lisses, la vasorégulation et l'attraction des leytas (192). Les voies du HIF et du VEGF ont été

privilégiées dans notre étude.

1.5.5.1. Hypoxia Inducible Factor-1
a) Structure du HIF-1
Le facteur de transcription HIF-1 est un hétérodenéomposé d’'une sous-unité HIk-&
I'expression fortement régulée et d’'une sous-uhltE-13 exprimée de fagon constitutive. Ce
facteur de transcription permet aux cellules desaswtes supérieurs de s’adapter aux baisses de

pression en oxygene en modulant I'expression dartasy nombre de leurs génes. La sous-unité 1
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apporte sa spécificité au dimére puisque H3Fpéut s’associer avec d’autres protéines nucléaires
Le gene HIF-& est composé de 15 exons. Il produit, apres trgtganr et traduction, une protéine
de 826 acides aminés comprenant un domaine derligdsI’ADN (participant également a la
dimérisation avec HIFfY) appelé bHLH pour basic helix-loop-helix, un dormeaide dimérisation
avec la sous unité HIFflappelé PAS pour PER-ARNT-SIM), un domaine ODDD y(men
dependent degradation domain) et deux domainesadsaictivation N- et C-terminaux (N- et C-

TAD) (193).

b) Régulation du HIF-1

Les ARNm des genes HIFelet HIF-13 sont retrouvés dans la plupart des types celadair
Leur expression était considérée comme constitumiaes il s’avere qu’elle peut rapidement varier
dans certaines conditions. Cependant, la réguldtamscriptionnelle des deux genes Hi--t
HIF-18 est assez peu illustrée dans la littérature. Lé&gulations traductionnelle et post-

traductionnelle de la sous-unité 4ont les plus détaillées.

c) Reégulation par les basses pressions en oxygene

En condition de normoxie, les deux ARNm codantsiess-unités de HIF-1 s’expriment mais
la protéine HIF-& n’est pas détectable dans les cellules contramené sous-unité HIFBL Lors
d'une diminution de pression en oxygeéne intracaitel la quantité de HIFel augmente
rapidement, en particulier au niveau nucléaires gariil y ait nécessairement un accroissement de
la quantité de 'ARNmM codant cette sous-unité. pession de la sous-unitest régulée par des
prolyl hydroxylases (PHD 1-3) qui ont besoin d’'ogpg moléculaire et de fer pour fonctionner
(194). Ces trois protéines sont les détecteursydemne qui permettent a la cellule de produire HIF-
1 a bon escient. En normoxie, les PHD utilisenf@e comme substrat et hydroxylent au niveau du
domaine ODDD les résidus Pro402 et Pro564 de ldéime HIF-Iu qui est synthétisée en
permanence dans la cellule (195). L'utilisationfelecomme cofacteur des PHD explique I'action

mimétique de I'hypoxie des ions cobalt et nickeldmula déferoxamine, un agent chélateur du fer.
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L’hydroxylation de ces prolines ainsi que l'acétida du résidu Lys532 par l'acétyltransférase
ARD1 (196) favorisent l'interaction de la sous-énit avec la protéine de Von Hippel-Lindau
(VHL), un composant du complexe multiprotéique Edguitine ligase du protéasome (197). HIF-
la ubiquitinylée est alors reconnue par la sous-uB88 du protéasome et dégradée (Fig.1-21,
193).

La fonction de transactivation de Hl;lassurée par les domaines N-TAD et C-TAD de la
protéine, est également régulée par une enzymatifjge I'oxygéne moléculaire comme substrat.
FIH1 (facteur inhibant HIF1) est une asparagyl bygtase qui ajoute un groupement — OH sur le
résidu Asn803 de HIFl n'empéchant pas I'accumulation de la protéinejsnpaévenant son
interaction avec ces co-activateurs p300 et CBB)({Big. 1-21, 193). Ce mécanisme empéche
HIF-1 de fonctionner en normoxie, dans le cas ogyiathése de sous-unité surpasserait les
capacités de dégradation de Hikdar le systeme VHL-E3 ubiquitine ligase-protéasome

En hypoxie, les enzymes prolyl et asparagyl hydiasgs ne trouvent plus suffisamment d’oxygéne
pour modifier la sous-unité. En outre, les quantités d’acétyltransférase ARBrt diminuées par
un mécanisme restant encore a élucider (196). Beécuence, la sous-unité HIk-h’est plus
reconnue par la protéine VHL et s’accumule. Elleriagit avec la protéine chaperonne Hsp90,
effectue une translocation dans le noyau et s'@éssawec HIFB. L’hétérodimere ainsi formeé
reconnait les HRE présents sur les promoteurs desgéibles, fixe les facteurs de transcription

auxiliaires comme CBP/p300 et augmente la transonigles genes reconnus (Fig.21, 193).
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Figure 1-21:Régulation de I'activité de HIF-1 dépendante daygene
(d’apres Eric Clottes, 2005)

d) Reégulation indépendante de I'oxygéne

Un autre type de régulation de la sous-unité HifF-thdépendant de l'oxygéne, a été
démontré.
Certaines cellules en multiplication rapide soe#f¢t de facteurs de croissance ont une expression
accrue de HIF-d malgré un environnement correctement pourvu emgéxg. Alors que I'hypoxie
augmente I'expression de Hlksldonc les quantités de HIF-1, dans tous les tgedalaires en
diminuant la vitesse de dégradation de la sougunita stimulation de la croissance cellulaire par
des facteurs trophiques permet d’accroitre la diéamte protéine HIFd en augmentant la
traduction de son ARNm.

La synthese accrue de Hlle-peut étre inhibée par la rapamycine, un antibigtigroduit par la
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bactérie actinomycete Streptomyces lygroscopicuiscigle la protéine mTOR (mammalian target
of rapamycin), également appelée FRAP (FKBP-rap&rgssociated protein), située en aval de la
PI3K et de I'Akt (ou protéine kinase B). La kinasd OR phosphoryle une autre kinase appelée
p70S6K qui elle-méme active par phosphorylatiorpiatéine ribosomale S6. En outre, mTOR
inhibe en la phosphorylant la protéine 4E-BPI, agutateur négatif du facteur d’initiation de la
traduction elF-4E (Fig. 1-22, 193).

L’'activation de la voie des MAP kinases (mitogemivaated protein kinases), comprenant RAF-
MEK-ERK, peut également stimuler la traduction @esbus-unité d par phosphorylation du
facteur d'initiation de la traduction elF-4E viapeotéine MNK (MAPK-interacting kinase). Cette
voie de signalisation augmente également la foncti@nsactivatrice de HIF-1 en agissant
directement sur I'état de phosphorylation du cavattur p300 (199) qui interagit avec le domaine
de transactivation C-terminal de Hlk-{Fig. 1-24, 193). Une phosphorylation directe dé-Ho

par les MAPK est également envisagée (200) mais,jaur, aucune preuve directe de l'identité du
ou des résidus de HIFephosphorylés n’a été apportée.

L’expression de HIF-1 dépend donc en grande partie des vitesses relatieesynthése et de
dégradation de la protéine. La vitesse de synthestétre augmentée et la vitesse de dégradation
peut, quant a elle, étre diminuée comme lors dhypoxie. Enfin, si les protéines impliquées dans

la dégradation de HIFelsont inhibées ou mutées, alors Hikrdura tendance a s’accumuler (193).
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Figure 1-22: Régulation de la synthese protéique de IRtiépendante de la pression en oxygene
dans la celluléd’apres Eric Clottes, 2005)

1.5.6. VEGF
1.5.6.1. Définition et membres de la famille VEGF
Le facteur de croissance de I'endothélium vasailain VEGF, encore appelé VPF (pour

facteur de perméabilité vasculaire) est une glyatgime dimérique liée par un pont disulfure
hautement conservé, avec une masse moléculairé-dé BDa, qui perd son activité biologique en
présence d'agents réducteurs (201). Le VEGF a cihdté& mitogéne spécifique pour les cellules
endothéliales in vitro (202) et un fort pouvoir aygniquein vivo en augmentant la permeéabilité
vasculaire (203), ce qui permet I'extravasationptestines du plasma et la formation d'une matrice
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extracellulaire favorable a la migration des celfuendothéliales et stromales. L'expression de ce
facteur et de ses récepteurs est corrélée aveévidappement embryologique, le développement
cyclique de I'endométre, du placenta, des hémanggsoou des tumeurs.

La famille du géne VEGF comprend 6 membres: VEG@AVEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-

D, VEGF-E et PIGF (Fig. 1-23, 204). Le VEGF, qui'abord été étudié pour sa capacité a induire
la perméabilité et 'épanchement vasculaire, esicgralement impliqgué dans l'angiogenése tandis
gue les VEGF-C et -D sont principalement impligdéss la lympho-angiogenése (185, Fig. 1-23).
La transcription de 'ARNm du VEGF est induite plfférents facteurs de croissance et cytokines
(PDGF, EGF, TNFt, TGF$ et II-18), par l'activation de la cyclooxygénase-2 (COX-@ar
’hypoxie, mais aussi par des forces mécaniquesstiess (186, 201). Le VEGF-B est
structurellement similaire au VEGF et au PIGF. Degaux élevés des VEGF-B et -C ont été
associés a la formation de métastases dans lesesdgmphatiques du cancer colorectal mais son
réle dans la progression tumorale n'a pas été @&empént éclairci (185). Le VEGF-C a été isolé du
milieu conditionné de cellules cancéreuses pragtai humaines PC3. Les VEGF-C et -D
promeuvent la mitogenése et la survie des celletaothéliales lymphatiques (185). Le VEGF-E
est I'nomologue viral du VEGF codé par le virus Q85).

Chez 'homme, le géne du VEGF (ou VEGF-A) est ctustde 8 exons dont I'épissage alternatif
donne des variants qui se distinguent entre ag@edeur capacité a lier I'néparine et I'néparine
sulfate. Les isoformes les plus communs sont doléstide 121, 145, 165, 189, et 206 acides aminés
(188, Fig. 1-24, 205). Toutes les isoformes montdas activités biologiques identiques, mais les
VEGF121 et VEGF165 sont sécrétés dans I'environnemédracellulaire tandis que les VEGF145,
VEGF189 et VEGF206 restent associés a la cellula mumatrice via leur affinité pour I'héparine
sulfate. L'isoforme prédominant est le VEGF165 gsli également le plus puissant en terme de

stimulation de I'angiogenése (204).
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Figure 1-23: Représentation schématique de 4 ligands caragdéisla famille du VEGF

(d’aprés Fournier E et al.,1997)
Diverses isoformes sécrétées de la famille du VEGIR représentées a l'aide de barres. Les sitentjpdé de N-
glycosylation sont indiqués par le Y. Les séquermm®ées par les exons épissés alternativementnsomtrées en
différents niveaux de gris ; les résidus positivetrehargés dans ces séquences sont supposésimaeeagla matrice
extracellulaire. Les répétitions de portions riceasystéine trouvées dans le VEGFc, sont en gris.
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Figure 1-24: Les différentes isoformes de VEG&Fapres Fergelotet al.,2005).
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1.5.6.2. Récepteurs du VEGF

L'activité biologique des VEGF dépend de son irttigwa spécifique avec des récepteurs. En
effet, le VEGF se lie a des récepteurs membranairestivité tyrosine kinase spécifiques des
cellules endothéliales (Fig. 1-25). Ainsi, l'effdes VEGF se fait par l'intermédiaire de trois
récepteurs tyrosine kinase nommé VEGFR-1/Flt-1, VR&/KDR/Flk-1 et VEGFR-3/Flt-4. Le
profil de liaisons des VEGF a ces récepteurs ipastspécifique a un membre en particulier. En
effet, VEGFR-1 lie VEGF-A, -B et PIGF-1,-2, VEGFRIi2 VEGF-A, -C et -D tandis que VEGFR-
3 lie VEGF-C et -D (Fig. 1-25). Cette interactiorE@F-récepteur aboutit a la formation de
diméres, a une auto-phosphorylation et a une dictivdes protéines kinases (206, Fig. 1-26, 204).
Les VEGFR sont exprimés a un faible niveau dansidmg de tissus adultes mais leur niveau
d'expression dans les cellules endothéliales eghanté pendant le développement ainsi que dans
des pathologies ou I'angiogenése joue un réle itapbrAinsi, I'inactivation des genes codant pour
VEGFR-1, VEGFR-2 ou VEGFR-3 résulte chacune en létaité embryonnaire chez la souris
(207). Des études ont montré que la différenciatitas cellules endothéliales, ainsi que la
vasculogenése, ne sont pas affectées par I'abdenv&GFR-3, par contre le développement de
I'hématopoiése au niveau de la membrane vitelbheieninuée, suggérant un réle pour VEGFR-3
dans I'hématopoiése (208). Ainsi, dans le cadriéadgiogenese, seuls les récepteurs VEGFR-1 et
-2 sont impliqués.
Ces récepteurs sont régulés par des mécanismegiagtet paracrine (209). Des études menées
sur des modeéles knock-out des récepteurs du VEGRontré que ces derniers jouaient un role
important dans la régulation de la prolifératiors @ellules endothéliales et dans la formation des
vaisseaux sanguins (210). VEGFR-1 et -2 sont reé®sur I'endothélium vasculaire, mais ont des
fonctions différentes in vivo. Le VEGFR-2 est ugepteur actif impliqué dans la médiation de la
croissance vasculaire et dans l'action de permié&abasculaire du VEGF. Le réle du VEGFR-1 est
de moduler l'activit¢ de VEGFR2, en inhibant l'iraetion VEGFR-2-VEGF (209). En effet,

VEGFR-1 inhibe la prolifération excessive et la mtgpn de cellules endothéliales vasculaires
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(211, 212), alors que VEGFR-2 permet leur proltiéraet leur différentiation (191, 208).

vEGF'Aqh
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VEGFR1 NRP-1 EGFR2 VEGFR3 NRP-2
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| ]
Vasculogenése Lymphogenése

Angiogenése

Figure 1-25: Famille des VEGF et leurs récepte(wsvw.researchvegf.com)

Figure 1-26: Trois étapes dans l'activation d'un récepteurstgmkinase de type VEGFR.

(d’aprés Fournier E et al.,1997)
a- liaison du ligand (ici un ligand VEGF dimérique)
b- dimérisation et transphosphorylation du récapteu
c- activation (phosphorylation et association) d#érules de la cascade de signalisation en aval.
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1.5.6.3. Voies de signalisations du VEGF

Le VEGF régule plusieurs fonctions de la cellulelahéliale, incluant la prolifération, la
différentiation, la perméabilité, la tonicité vataite et la production de molécules vasoactives. La
fixation du VEGF a son récepteur VEGFR-2 induiptesphorylation de ce dernier, ce qui permet
au récepteur d’activer une gamme de moléculesgihalgsation, en incluant la phosphatidylinositol
3-kinase (PI3K), Shc, Grb2 et les phosphatases BEHPSHP-2. La phosphorylation du récepteur
du VEGF peut également activer la cascade des M@iBKa stimulation de Raf a l'origine de
I'expression de genes et de la prolifération caillel Elle permet également, I'activation de [akPI3
qui induit I'activation de PKB (ou Akt) et la suevcellulaire, I'activation de la PL€qui stimule la
prolifération cellulaire, la vasoperméabilité pémslation de la production d’oxyde d’azote (NO)
via l'activation la NO Synthase Il (Fig. 1-27). Wsi, le recrutement de toutes ces voies
moléculaires par l'interaction VEGF/VEGFR-2 estaigine de I'angiogenéese.
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Figure 1-27:Voies de signalisations moléculaires du VESkKma-Aldrich).
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Par ailleurs, des études ont démontré qu’en répamts signaux prolifératifs tel que le VEGF, la
protéine mTOR joue un rdle clé dans la régulatraductionnelle de protéines impliquées dans le
contréle du cycle cellulaire (p27, cycline D1, cenWEGF ou HIF&) (213, 214). Au total
I'activation de mTOR aboutit a la progression dcleyellulaire, donc a la prolifération cellulagt

par conséquent a I'angiogenése dans le cas d’'imalation au VEGF via la voie PI3K/Akt (215,
216). Pour ce faire, mTOR active deux protéinessorais de I'induction de la traduction protéique.
Premierement, la protéine ribosomale p70S6K quinaptiquée dans la biogenese des ribosomes.
Deuxiemement, mTOR phosphoryle 4EBP1 et induititsatiation de cet inhibiteur du facteur
d’initiation de la traduction elF4E qui va alorsuyvoir induire et augmenter la traduction CAP-

dépendante (213, 214, Fig. 1-28, 216).

Stress énergétique Facteurs de croissance
rapport ATP /AMP faible Hormones

MNutriments /acides aminés
Glucose

Synthése protéique,

—> Active X ey .
croissance/prolifération cellulaire

—  Inhibe

Figure 1-28: Représentation schématique des voies classiguésisant a I'activation de mTOR
et a ses effets biologiquédaprés Cédric Dos Santot al.,2006)

La description du rdéle de la voie de signalisatRiBK/Akt/mTOR dans I'angiogenése est trés
importante dans le cadre de la revascularisatisrildes pancréatiques. En effet, un des traitements
immunosuppresseur utilisé pour la transplantatidlotd selon le protocole d’Edmonton est la
Rapamycine. Or, cette molécule, utilisée en taettegitement anti cancéreux (216, 217), a comme
propriété d’inhiber la protéine mTOR et par congjua synthése protéique, la croissance et la
prolifération cellulaire. Ainsi, la Rapamycine ctihge un obstacle supplémentaire a la

revascularisation des flots apres transplantation.
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1.6. Approches thérapeutiques de la stimulation de la \scularisation

1.6.1. Réle du VEGF dans la revascularisation des flotacygatiques au cours de la
transplantation

Bien qu’un certain nombre de facteurs jouent ue mdiportant dans la revascularisation des
flots (218, 219), les mécanismes moléculaires g dans ce processus de revascularisation des
flots apres transplantation, sont encore mal canRasmi ces facteurs, on retrouve le VEGF, la
molécule clé de I'angiogenése.

Des études préliminaires menées au laboratoirenamitré que I'ajout local de VEGF dans un
modéle de transplantation allogénique d'ilots dédRaeapsulés, augmentait, au cours du temps, le
diametre et la densité des vaisseaux sanguins shu tépiploigue en regard du module
d’encapsulation (Fig. 1-29, 220). De plus, Sigeisal.,ont également montré que cet ajout local de
VEGF dans un module d’encapsulation d’ilots de Rafjmentait de facon significative la viabilité
des flots transplantés, entrainant une normoglye@ntlongée des souris diabétiques (221). Ainsi,
une production locale élevée de VEGF au niveauadgréffe d'ilots facilite le processus de

revascularisation, contribue a 'augmentation de¢ésse d'ilot et améliore le contrble glycémique.

S AN ek :
Figure 1-29: Analyse histologique des bourgeons vasculaires B)(et 28 jours (c, d) apres

implantation des modules contenant des ilots gauty ou supplémentés avec du VEGF (b, d).
x40, (d’apres Sigristet al.,2003)
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Plusieurs étudem vitro ont montré que I'expression et la sécrétion du NE@ient augmentées
dans les filots lorsqu’ils étaient en condition hyipae (222). Ainsi, étant donné que les flots sont
en hypoxie les premiers jours qui suivent la tréargation, le VEGF apparait comme un stimulus
important intervenant dans la croissance de nowegaisseaux sanguins et le développement de
leurs fenestrations (222, 223). En effet, en 2@issovaet al., montrérent que l'inactivation
spécifique de I'expression du VEGF-A dans les ¢edl induit une perte significative de la
densité, de la taille et de la perméabilité dessedux des filots pancréatiques (224). Ainsi, la
vascularisation des flots est liée au niveau désgion du VEGF-A. Par conséquent, le VEGF-A
est le régulateur majeur de la vascularisationildés au cours de la transplantation (224). De,plus
le VEGF-A est constitutivement exprimé par lesudep des ilots pancréatiques (218, 225) et la
microvasculature des ilots expriment les réceptpringipaux du VEGF-A c'est-a-dire VEGFR-1 et
-2 (226, 222). Par ailleurs, le VEGF-A stimule tarhation de nouveaux vaisseaux sanguins dans
les ilots pendant le développement foetal (225, ,28%es la transplantation d'ilots isolés (178) et
pendant la carcinogenese de Ilot (225).

En plus d’étre un important stimulateur de I'angingse (225, 227), le VEGF inhibe I'apoptose des
cellulesp et augmente la sécrétion d’'insuline des flotssiplamtés (228). De plus il a été montré
que le VEGF mobilisait les cellules endothélialesogenitrices (229) qui augmente la
revascularisation des flots transplantés (230).

Ainsi, I'apport de VEGF au site de transplantatites flots, pourrait étre envisagé comme stratégie
originale pour accélérer la revascularisation digts et améliorer la survie et la fonctionnalité du
greffon aprés transplantation. Cependant, lesésritune telle approche sont liées a la courteeduré
de vie du VEGF qui ne permet pas une action a tenge s'’il est ajouté localement. Il serait
cependant envisageable de faire surexprimer le VE#BHes ilots pancréatigues eux mémes soit en
leur apportant le gene du VEGF par thérapie génigoi¢ par une approche pharmacologique en

utilisant par exemple de la déferoxamine (DFO).

83



1.6.2. La déferoxamine

1.6.2.1. Définition
La DFO (GsH4sNeOs.CH403S, Fig. 1-30), est un sidérophore issu de la biacBireptomyces
pilosus (231). Les sidérophores sont des moléaldebas poids moléculaires, chélatrices du fer
ferriqgue, excrétées par les microorganismes poubgiger le fer de I'environnement et permettre
sa nécessaire «capture» par le microorganisme.(R82DFO capture aussi bien le fer ferrique
(FE) libre que le fer lié & I'hémosiderine et & laritite mais ne chélate pas le fer de
I'hémoglobine ni des cytochromes et améliore sonidhtion dans les urines. A I'heure actuelle, la
DFO, qui fut découverte dans les années 60, sstulechélateur utilisé cliniquement pour traitex le
désordres rattachés a la surcharge et a I'accuomnlpathologique en fer chez I'homme tel que la
Thalassémie ou I'hémochromatose, sous le nom defé@és (méthane sulfonate de la
desferrioxamine B naturelle, 231, 233). Ainsi, emegant I'excés de fer, la DFO réduit les

dommages fait aux différents organes et aux tigsligue le foie.

OH
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Figure 1-30: Déferoxamine mesylate.
N'-[5-(Acetylhydroxyamino) pentyl]-N-(5-{3-[(5-ammpentyl) hydroxycarbamoyl] propanoylamino} penti)-
hydroxysuccinamide monome thanesulfonate.

1.6.2.2. Surcharge en Fer et insulino-résistance
La responsabilité du fer dans I'apparition du dtebést étayée par la fréquence élevée de
diabete et d’'intolérance au glucose observée aansurcharges en fer post-transfusionnelles (234).
De plus, des études menées sur le Rat et le Lapimontré que I'administration de fer par voie
orale (235) ou intra-péritonéale (236) induisaitdiabete, dont I'apparition pouvait étre prévenue
par les saignées répétées. Par ailleurs, dans dtttmmatose génétigue chez 'homme, une

régression des altérations précoces du métabotisngéucose (augmentation du peptide C a jeun et
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aprés charge glucosée) peut étre obtenue apréstidapén fer (237). Il existe donc une relation
directe entre I'importance de la surcharge endppréciée par la concentration ferriqgue du foie, et
'existence d’'un diabete comme cela a été montrédgterentes études dans I'hémochromatose
(238, 239) mais aussi dans une population non hiérao@tosique (240). Tuomainen al., ont
observé que la glycémie et insulinémie sont éleVéesiue le taux de ferritine est modérément
élevé (15Qug/L) chez des patients non hémochromatosiques .(B#ELplus, des étudés vitro ont
montré que I'expression de ’'ARNm de la H-ferritié®it 4 a 8 plus fois plus élevée dans les ilots
pancréatiques de Rat traités avec 20 mmol/L deoghigue dans les ilots traité avec 1 mmol/l de
glucose (242). Ainsi, il existe un lien entre sunge en fer et hyperglycémie. En effet, les dépbts
de fer dans les cellule des ilots de Langerhans provoquent une réducteradsécrétion
d’insuline (243). De méme, Fernandez-Retlal., (244) a démontré une relation directe entre
glycémie et ferritinémie et une relation inversetneéirecte entre sensibilité a linsuline et
ferritinémie lors de I'hyperglycémie provoquée paie intraveineuse chez le sujet normal. Par
ailleurs, Cavallo-Periet al., ont montré que la sensibilté a l'insuline étainoiuée de 40% chez
les patients thalassémiques (245). Enfin, les auratons sériques en ferritine sont augmentées de
facon significative chez les patients ayant un éi@bmal contrélé (246) et 'amélioration a court
terme du contrble glycémique est associée a urte dahinution de la concentration sérique en

ferritine (247).

1.6.2.3. Effet anti-prolifératif de la DFO

De nombreuses études in vitro et des essais aigigat démontré la capacité des chélateurs
du fer, tel que la DFO, a inhiber la croissance diate dans quelques tumeurs comme le
neuroblastome et la leucémie (248, 249, 250). Dmen&henoufiet al., ont démontré que sous
I'effet de la DFO, la progression du cycle celltdadles hépatocytes porcins était arrétée en phase
G1 (245). Il faut d’ailleurs noter que la DFO, parélation du fer, induit une diminution de la
phosphorylation de pRb (retinoblastoma suscepibjjene product), de I'expression de la famille

des cyclines D (cyclin D1-D3) et du Cdk2 (cyclinpdadent kinase 2) qui sont essentielles pour la
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progression du cycle cellulaire de la phase G1(258). Ainsi, ces données reflétent I'importance

du réle du fer dans différentes voies métaboligiedies que la synthése d'’ADN et la production

ATP (10). Ainsi, le fer est indispensable a la {jéoation cellulaire et peut étre considéré comme

un facteur de croissance (253). Bien que cettef@ralion ne soit pas démontrée a ce jour dans les
flots pancréatiques transplantés, ceci suggerelajdier pourrait également étre nécessaire a la
prolifération cellulaire des cellulgspancréatiques, et que la DFO jouerait un role prdifératif

sur ces mémes cellules.

1.6.2.4. Effet anti-oxydant et anti-apoptotique de la DFO

Le stress oxydant a des effets néfastes sur l& sknta population générale et de certains
groupes de patients avec des maladies chroniquesgeés, que certains micronutriments et
habitudes alimentaires peuvent moduler. L’éventi@é modifications qui peuvent survenir en
réponse au stress oxydant comprend, entre autregiientation de I'insulino-résistance (254), de
la lipoperoxydation (255), de I'oxydation des pio&s (256) et des altérations de ’ADN (257).
Ainsi, le fer est intimement relié au stress oxyd@44). En effet, le fer libre génére des radicaux
libres trés réactifs et extrémement toxiques coninyelroxyde et I'anion superoxyde, a partir de
I'espéece peu réactive,8,, par une réaction appelée réaction de Fenton &sB), Toutefois, le fer
ne peut donner cette réaction de Fenton que ldrest'libre, c'est a dire non lié aux protéines
comme la transferrine non saturée ou la ferritR¥4}. Par ailleurs, plusieurs études ont démontré
gue la DFO prévenait la dégénérescence cellulaifapoptose induites par le stress oxydant sur
différents types cellulaires, dont les cellules Rifdr sa propriété chélatrice du fer (258, 259). De
méme, un traitement a la DFO augmente de faconfisafive la survie de rats présentant une
infection et altere I'expression de la protéine Baxniveau du cceur, du rein et du foie (260). Enfin
Mendolaet al.,ont également montré que la DFO pouvait protégeilbts pancréatiques de souris
de la destruction immunitaire apres transplantatismms un modéle de souris diabétique induit par la

streptozotocine (261).
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1.6.2.5. Induction de I'expression du VEGF par la DFO

Des étude vitro ont montré que la DFO pouvait également stimiépression du VEGF
dans différents types cellulaires en mimant undtatpoxie (262, 263). En effet, la DFO est connu
pour sa capacité a simuler un stress hypoxiquadirsant 'expression et la stabilisation du facteu
de transcription HIF-d responsable de la transcription du gene du VEGE)(2
Ainsi, de part ses propriétés anti-oxydante, antipaotique et stimulatrice de I'expression du
VEGF, la DFO semble étre un outil intéressant pstimuler la revascularisation des filots

pancréatiques et améliorer la viabilité du greffoncours de la transplantation.

1.6.3. Thérapie génique
1.6.3.1. Historique
Le concept de thérapie génique, réparer ou moddi@atrimoine génétique pour traiter une

pathologie, a été réellement évoqué par la comntérsientifique a la fin des années 1960 (265).
Mais si tous les éléments théoriques étaient pt&sén niveau technologique ne permettait pas
encore de réaliser pratiquement cette approchendliaration des connaissances concernant les
liens entre certains genes mutés et certaineslpgtés, la création de systéme de transfert deggene
a partir de virus sécurisés et 'amélioration aehihologies de manipulation de ’ADN ont permis a
cette idée théorique de voir le jour sous la fodium premier essai clinique dans le traitement du
mélandme, initié par Rosenberg aux Etats-Unisfanldes années 1980 (266). Les années 1990 et
le début du XXi™ siécle voient éclore une kyrielle d'essais climisudans des pathologies trés
diverses : cancer, maladies cardiaques et vasesiainfections virales, immunodéficiences
héréditaires, ... associée a un engouement majepublic (notamment a travers le Téléthon) et
des investisseurs (267, 268, 269). Cependant, apénéfice réel n'est observé pour les quelques
4000 patients enrdlés dans les 400 a 600 essdisesedurant cette période. Ainsi, I'entrée de la
thérapie génique dans le XXFfsiécle a été marquée par des difficultés de cornwation entre la
communauté scientifique académique et celle deustrie, par un désengagement progressif des

capitaux-risqueurs sur les approches de thérapmage et par une méfiance concernant le réel
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potentiel de cette stratégie. Le succés thérapetiy protocole d’Alain Fischer sur le traitement
des enfants-bulles atteints d’immunodéficience m@vdans les années 2000, démontrant
formellement l'intérét du concept mais mitigé partains effets secondaires graves, ne parvint pas a
relancer totalement les efforts des divers acteurse domaine (270). Aujourd’hui, de nombreuses
équipes internationales continuent a travailler rpdaire de la thérapie génique un outil

supplémentaire a la panoplie des traitements raspi (271).

1.6.3.2. Vecteurs

Une fois le gene sélectionné pour son potentiebffgutique face a une pathologie, une étape
cruciale de la thérapie génique est de faire pénd&r nouvelle information génétique dans
'organisme du patient. Dans cet esprit, est aatle vecteur de thérapie génique tout systeme
permettant le transfert de ce géne dans une cdRide 1-31). Les vecteurs utilisés en thérapie

génique, et les cellules modifiées génétiqguementes vecteurs sont classifiés comme des OGMs

(Organismes Génétiquement Modifies) (272).

5
.

Figure 1-31: Mécanisme simplifié d'une thérapie génique
(Transgén®).
1. Insertion d'un géne dans un vecteur ; 2. Translie vecteur transportant le géne "thérapeutiqiais la cellule
cible ; 3. Entrée et transport du géne dans le umaallulaire ; 4. Transcription de I'ARNm a partiu géne et
Traduction de I'ARNmM en protéine ; 6. Sécrétioxation membranaire ou expression cytoplasmiquea gedtéine.

a) Vecteurs non viraux

De multiples vecteurs ont été envisagés dans leeadal la thérapie génique. Si les premiers
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étudiés étaient les virus, depuis une dizaine éagnde nombreux systemes non viraux ont été mis
au point. Les deux principales approches, la ligtida et la polyfection, reposent sur des
interactions entre les charges négatives de 'ADNscharges positives du vecteur afin de facilite
la traversée de la membrane des cellules et l'erdes molécules d’ADN (273). Ces vecteurs
produits par des bactéries, facilement purifiablesnt des particules inertes et n'‘ont pas les
caractéres potentiellement pathogenes des virusamqtia l'origine des vecteurs viraux. A l'inverse
des vecteurs viraux, ils sont plus faciles a pnajua manipuler et a stocker et sont caractérisable
comme des produits pharmaceutiques classiques.n@apie leur efficacité est bien moindre que
celle des virus permettant de transférer une infdion génétique dans une grande population de
cellules, rendant difficile leur utilisation dansrtains cas (modification d'une grande partie des
cellules d'une tumeur par exemple) (273). En olulsey'ont qu'une capacité trés réduite a intégrer
l'information génétique dans le génome, les rendenst inutiles pour des modifications génétiques
pérennes de populations cellulaires en prolifénatiotive. Cette technologie peut étre cependant
parfaitement adaptée a certaines stratégies thédrapes reposant sur le déclenchement d'une
cascade d'évenements a partir de quelques cethadgiées génétiquement (273).
b) Vecteurs viraux

L'utilisation de virus modifiés pour transporter gane thérapeutique repose sur le constat
d'efficacité des virus pour transférer leur promaériel génétique dans les cellules humaines. Pour
produire des vecteurs viraux, on utilise des vinaglifiés génétiquement, dits sécurisés. Le principe
consiste a éliminer les séquences du virus quirdatis protéines, notamment celles associées a un
éventuel comportement pathogene du virus, et aonsecver que celles qui sont utilisées pour
construire la particule virale et assurer le cytiefection. Le génome du virus est reconstruitrpou
porter les séquences du géne thérapeutique. Lesinae virales qui potentiellement manqueraient
a la formation des particules virales thérapeusgeent fournies par des cellules dites productrices

ou d'encapsidation lors de la phase de productsrvdcteurs (272).
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c) Vecteurs Rétroviraux

Les rétrovirus sont des virus a ARN monocaténaikelppés dont la taille du génome est de
sept a onze kilobases. Une fois qu'il est entrés damrellule cible, son ARN est transcrit en ADN
bicaténaire pour ensuite étre intégré dans la catiom de I'hdte. Ces virus causent des maladies
chroniques qui peuvent étre latentes pendant uaicgemps. Le génome des rétrovirus contient
deux régions appelées Long Terminal Repeat (LTRarg&&s par les génes gag, pol et env codant
respectivement pour les protéines structuralespddgmérases et les intégrases ainsi que pour les
glycoprotéines de surface (Fig.1-32). Lorsqu'ilsntsautilisés comme vecteur, ils peuvent
emmagasiner jusqu'a huit kilobases d'ADN (274)sielus avantages sont rattachés a I'utilisation
de ce vecteur: il infecte seulement les celluledigision, ce qui procure une certaine sécuritérpou
les cellules quiescentes entourant une tumeulABN'transporté par le rétrovirus est intégré dans
le génome de I'héte, ce qui permet une expressmommée du transgéne. Les inconvénients liés a
I'utilisation de ce vecteur sont toutefois nombrees titres obtenus sont bas> 2010 vi/mL; le
virus peut se recombiner, lui permettant de redewdmntype sauvage et retrouver son pouvoir de
réplication; l'intégration de I'ADN dans le génoseefait de fagon aléatoire risquant ainsi d'activer
des oncogenes ou d'inhiber des génes suppresseutantéur; le virus est inactivé par le
complément (275) et il n'est pas spécifique d'wsuien particulier d’ou le risque d'infecter des
cellules non visées par le traitement (276). Malgndt, le rétrovirus est le plus utilisé jusqu'a
présent dans les études cliniques de thérapie wgr({@j74), surtout pour cellesx vivoou les
cellules sont infectées en culture avant d'étratnauites chez le patient ou pour infecter les

cellules en division rapide comme dans le caswegtrs (277).
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Figure 1-32: Structure d’un rétroviruevww.chups.jussieu.fr)

d) Les lentivirus

Les lentivirus sont des virus a ARN monocaténaégevés des virus de l'immunodéficience
humaine (VIH) (Fig. 1-33). Le génome des lentivirea plus de contenir les genes de base des
rétrovirus, contient deux genes de régulation,etatev qui sont essentiels pour I'expression du
génome ainsi que des genes accessoires (274).Viaesages des lentivirus sont les suivants:
l'intégration de I'ADN des lentivirus dans le gémode I'hdte ne nécessite pas de division cellylaire
ils utilisent plutdt le transport actif de la mawhiie nucléaire de la cellule a travers les nucdéeg
I'expression du transgene est longue et stablarest sonséquence pathologique détectable (274).
L'inconvénient majeur de ce vecteur est qu’étanhnéoqu'il dérive du VIH, il peut étre
potentiellement tres dangereux. Donc, avant diéidert en thérapie génique, il faut s'assurer gue |

vecteur ne puisse pas se recombiner et ainsi Bguép

7 Transcriptase

Intéarmse
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Figure 1-33: Structure d’un lentivirugwww.medisite.fr).
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e) Le virus Herpes-Simplex

Le virus Herpes simplex de type 1 (HSV-1) est laizviherpes le plus utilisé en thérapie
génique (Fig. 1-34, 278). Il est composé d'un Aliédire bicaténaire de 152 kilobases contenant
au moins 84 géenes dont la moitié n'est pas esdlerpiaur la réplication virale en culture cellukir
Cela permet a ce vecteur de pouvoir emmagasinetrasegrande quantité d'’ADN étranger. De
plus, il peut infecter les cellules quiescentes7{2t étre produit a de trés bons titres (279).sAlbk
peut produire un effet cytotoxique pour les celul@morales tout en étant incapable de se répliquer
dans les tissus humains normaux (280). De pludSM-1 a un pouvoir infectieux trés efficace pour
plusieurs types cellulaires différents et donc ane capacité de transduction ce qui permet
'administration répétée de ce vecteur méme dankotm immunisé. Un trés grand avantage du
HSV-1 est sa persistance apres l'infection primaiten stade latent. Toutefois, la persistance de
I'expression du transgéne peut devenir nuisibles damntains tissus comme le cerveau (274). Un
autre probléeme associé aux vecteurs HSV-1 est saitéo pour plusieurs types cellulaires.
Toutefois, la construction de vecteurs contenastd#étions dans plusieurs des genes précoces a

pu diminuer cet effet nuisible (277).
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Figure 1-34: Structure des herpesvir(apres Collot-Teixeira S, 2003)
A- Schéma de la structure classique des herpésvirus
B- Photo en microscopie électronique d'une pasicid I'herpésvirus simplex de type 1 (HSV1).
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f) Les virus associés aux adénovirus (VAA)

Les VAA sont des parvovirus humains nécessitantitus "helper' comme un adénovirus ou
un HSV-1 pour permettre sa réplication (277). st six différents sérotypes ayant des tropismes
différents. Le VAA est un virus a ADN monocaténat@entenant deux genes pouvant produire
plusieurs polypeptides: rep pour la réplicatioralret cap pour I'encapsidation. Ces deux genes
sont entourés de régions ITR (Inverted Terminal da€pde 145 nucléotides. Ce virus peut
emmagasiner seulement cing kilobases ce qui nesséporme. Un avantage tres important de ce
virus est qu'on ne lui connait aucune maladie #&sa@e qui fait de ce vecteur un choix de premier
ordre quant a sa sécurité. De plus, puisque leméndu vecteur ne contient pas les séguences
virales, ce vecteur n'est associé a aucune toxicaéaucune réponse inflammatoire. Toutefois, il y
a production d'anticorps neutralisants ce qui gniddministration répétée (274). Finalement, le
VAA peut transduire efficacement les cellules geiise divisent pas (281).

g) Vecteurs Adénoviraux

Les adénovirus constituent une famille de virus rggiroupe une centaine de variétés, dont
une quarantaine environ peut infecter 'Homme.t@gps1953 que ceux-ci ont été mis en évidence
par Wallace P. Rowe a partir de fragments d'amgg(282). Les adénovirus sont des virus a ADN
bicaténaire de 36 kilobases codant pour plus deobfbeptides (274). Leur ADN est entouré d'une
capside icosahédrale composée de trois protéingsiraa soit les hexons, les pentons et les fibres
(Fig. 1-35). Puisque les adénovirus ont une laggarge d'hotes et qu'ils livrent leur ADN au noyau

se répliquant ainsi de fagon trés efficace, ce deritons candidats pour la thérapie génique.
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Figure 1-35: Structure d’'un adénovirygww.biomarker.cdc.go.kr).

Le cycle d'infection de l'adénovirus se divise euxdphases : une phase plus précoce qui
concerne l'entrée du virus dans la cellule hétpaksage du génome viral au noyau cellulaire suivi
par la transcription des genes précoces et une gias tardive (Fig. 1-36 A, 283). L'adsorption du
virus a la cellule cible se fait par la liaison the partie Knob des fibres aux récepteurs
adénovirus/coxsackie (CAR). Par la suite, son ivaksation se produit par endocytose médiée par
les clathrines (284). Elle est déclenchée pardameaissance d'un motif RGD sur le penton (285)
qui interagit avec les intégrines cellulaireg33 et avp5. Ces intégrines, ainsi que les récepteurs,
CAR joueraient un role important dans le tropismad'ddénovirus pour certains tissus (284). Une
fois que le virus est a l'intérieur de la celldes protéases virales alterent la capside perrhettan
ainsi a son génome de pénétrer dans le noyauaietlydar les pores nucléaires (274) ou débute la
transcription primaire des genes précoces desngdid a E4 (Fig. 1-36 B, 280). Les protéines E1
sont divisées en deux groupes soit E1A et E1B. Eb8lule le métabolisme cellulaire pour rendre
la cellule plus susceptible a la réplication virgd84) alors que E1B promeut I'oncogenése (286) en
empéchant I'apoptose entre autre par l'inactivaloa protéine p53 (284). Les protéines E2A et
E2B fournissent la machinerie pour la réplicatien'dDN virale (287) et la transcription des génes
tardifs alors que les protéines E3 suppriment lésamismes de défense de I'héte (284). Pour ce qui

est des produits géniques de E4, ils promeuverdplication de leur ADN, l'expression des genes
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tardifs et empéche la synthese des protéines aiedial (288). La transcription tardive du génome
viral donnera, quant a elle, les protéines L1 airhpliquées dans la production des composés
structuraux ainsi que dans I'encapsidation et lturagon des particules virales dans le noyau.
Finalement, I'encapsidation est suivie par la pabiiéation du noyau et la désintégration de la
membrane cellulaire permettant la libération desns (284).

Les sérotypes 2 et 5 sont les deux plus utilisés laothérapie génique contre le cancer (276). Dans
les vecteurs adénoviraux, la région E1 a été dél@ermettant d'emmagasiner environ huit
kilobases d'ADN étranger et de prévenir la trapsiom des génes viraux nécessaires a la
réplication (276, Fig. 1-36 C, 283). Toutefois, neem absence de la région E1, le vecteur exprime
un léger niveau d'antigenes viraux, stimulant daséponse immunitaire et la perte de l'expression
du transgene (289). Pour remédier a cette situatiorvecteur adénoviral ou tous les genes viraux
ont été enlevés a l'exception des régions ITR gtsédquences d'encapsidation a été construit (274,

Figure 1-36 D, 283).
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Figure 1-36: Cycle d'infection de I'adénovirus et vecteurs adéaux (d’aprés Fortier P, 2005)
A. Cycle d'infection de I'adénovirus dans une dellu
B. Structure du génome de I'adénovirus de type& gue les protéines produites.
C. Types de mutations introduites dans le génomeedteur adénoviral défectif pour la réplicatidn. délétion.
D. Vecteur adénoviral tronqué ou on a enlevé tolgteprotéines virales excepté les régions ITR.
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Il existe plusieurs avantages a utiliser les vastadénoviraux. Tout d'abord, l'infection est
relativement sécuritaire, causant a la limite uégéte infection respiratoire (290). Ensuite, le
transgéne n'est pas intégré dans le génome prévaives l'activation d'oncogenes (275). Le
vecteur peut étre produit a de hauts titres (1dr8iqules de vecteur/mL) et il peut contenir une
grande quantité d'ADN étranger (8kb) (274). Aussinfecte plusieurs types cellulaires différents
ainsi que les cellules quiescentes ou en divisR#b), Par ailleurs, des études ont démontré la
faisabilité et I'efficacité du transfert de génel'ade d'un vecteur adénoviral dans les flots
pancréatiques (285, 286). Cependant, cette effecdépend de la méthode d’infection utilisée (292,
293). En effet, une infection adénoviraevitro ne permet d’infecter que les cellules périphérsque
de IMlot (292, 293, Fig.1-37 A). Au contraire, déides menées au laboratoire ont montré qu’une
infection in vivo d'ilots pancréatiques de Ratnpettait une infection globale de I'ilot (293, Fig.

37 B).

Figure 1-37: Infection adénovirale in vitro (A) et in vivo (Blu géne de I8-Galactosidase
(1,6.16 pfu) d'ilot pancréatique de Rat'aprés Sigristet al.,293)
Toutefois, certains inconvénients sont liés a e tge vecteur. Tout d'abord, il peut étre toxique
puisqu'une grande guantité de vecteur est nécessain bon transfert du transgéne (294). Ensuite,
son expression est transitoire (une a deux semd2@3, 295) car le vecteur peut étre perdu durant
la division cellulaire. De plus les produits du gé¥tranger ou les protéines de la capside induisent

une réponse immunitaire de type cellulaire patiVaton des lymphocytes T cytotoxiques CD8+
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(289). De méme, les protéines de la capside pramqune réponse immunitaire humorale
empéchant ainsi la réinjection du vecteur (289). déméral, ces inconvénients sont mineurs.
Toutefois, l'utilisation d'un vecteur adénoviradst' avérée fatale pour un patient traité contre la
déficience de l'ornithine carbamylase. En effet,deotéines de la capside du virus auraient emdtrain
une réponse immunitaire innée déclenchant la lilnéranassive de cytokines. Par contre, bien que
la mort soit liée directement a l'injection du \eet des facteurs de I'hdte seraient également
responsables puisque les deux autres patients @@nta méme dose de vecteur n‘ont pas subi ces

conséquences désastreuses (296).

1.6.3.3. Thérapie génique et probleme de bioéthique

Alors que la thérapie génique fonctionne bien darmaodele animal (souris, chiens, ...), elle
est le plus souvent inefficace chez 'homme eronade la combinaison de plusieurs parametres:
I'inefficacité des vecteurs a transduire un pousamgs important de cellules, la difficulté de créer
des vecteurs qui permettent de reproduire lesigungs complexes d'expression des genes, parfois
l'utilisation de geénes thérapeutiques inadéquatsaeson d'erreurs conceptuelles concernant les
mécanismes de la maladie, I'état de santé de reppatients pour lesquels la thérapie génique ne
pourrait de toute facon rien apporter, le ciblagd’'drganeetc... Cette inefficacité rend plus aigué
les considérations éthiques, sociologiques, etrgatas. A cela vient s’ajouter les problémes liés
au risque de diffusion du virus vecteur dans lautaton, ainsi que celui d'une transmission
germinale qui conduirait a transmettre a I'enfant rdalade les nouveaux genes lors de la
fécondation. Bien que ces risques de toxicité pleupatient sont actuellement pratiquement
inexistant, et que les effets secondaires, s'itent dramatiques au niveau humain, sont
globalement tres rares, il faut se demander stilegsiquement envisageable d’utiliser un vecteur
viral pour transduire un gene chez un patient neal#dnsi, dans le cadre de la transplantation
d’flots pancréatiques chez le patient diabétigeejleoncevable d'utiliser un adénovirus encodant
le géne du VEGF pour stimuler la revascularisaties ilots afin d’améliorer la viabilité du greffon

malgré le risque de toxicité existant pouvant faineourir un risque vital au patient, comme décrit
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dans la littérature? C’est pourquoi, les diversssainces impliquées dans le contréle des essais en
thérapie génique ('AFSSAPS en France, Le RAC aatsEJnis) commencent & adopter des cadres
réglementaires permettant une protection optimalepdtient et de son entourage, et on peut
considérer aujourd'hui que la thérapie géniquet fifess plus risquée" que les autres approches
thérapeutiques expérimentales (297).

1.7. Butde I'étude

Malgré les progres considérables réalisés depuiB0 26oncernant la greffe d'ilots

pancréatiques chez le patient diabétique de typmke lhombreux obstacles restent a franchir pour
obtenir un succes a long terme de cette approafraghutique. Ainsi, en dehors des réactions
inflammatoires post transplantation (réactions IB)Jldes phénomenes de rejet et de la toxicité des
traitements immunosuppresseurs utilisés actuellem&ibsence de revascularisation des flots
pancréatiques transplantés apparait comme un preblénajeur a la survie et au bon
fonctionnement du greffon au cours de la transptaont.
Bien qu’'un certain nombre de facteurs jouent um fidhportant dans I'angiogenése et que les
mécanismes moléculaires impliqués dans le procesugevascularisation des flots apres
transplantation soient encore mal connus, le VE&Rbée y jouer un role clé. Ainsi, le but de ce
projet de thése était de valider une nouvelle ag@ode surexpression du VEGF par les flots
pancréatiques, soit par thérapie génique en uttlisa adénovirus encodant le géne du VEGF, soit
par une approche pharmacologique en utilisantfieroéamine (DFO), un puissant chélateur du fer
afin d’'optimiser la revascularisation des 1lots gr&atique au cours de la transplantation. Ces deux
approches ont été comparées d’'un point de vueddple, biochimique et métaboliqire vitro sur
une lignée de cellule RINMSF et sur les flots pancréatiques de Ratinetvivo sur la

revascularisation et le contréle métabolique dus pancréatiques chez le rat diabétique.
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2. Matériels et méthodes

2.1. Etudein vitro
2.1.1. Principe
La surexpression du VEGF a été étudiée, d'une qartune lignée de cellulgs RINm5F

(LGC Promochem Sarl, Molsheim, France) et d’autné pur des filots pancréatiques de Rat.
Afin d’évaluer I'approche pharmacologique sur laespression du VEGF, les cellulBsSRINm5F
et les ilots pancréatigues ont été mis en culttaesddes milieux supplémentés avec des
concentrations croissantes en DFO (Déferoxamineylatés Sigma, L’lsle d’Abeau, France,
paragraphe 2.1.2.1).
En ce qui concerne la surexpression du VEGF paapie genique, les cellulgsRINM5F et les
Tlots pancréatiques ont été infecté a I'aide d'dérevirus de deuxieme génération encodant le géne
de lap-Galactosidase ou du VEGF 165 humain (paragraph®.2) (Cell Biolabs, San Diego,
USA) selon une méthode d’infectiamvitro pour les celluleg (paragraphe 2.1.5.2) ietvivo pour
les Tlots (paragraphe 2.1.5.3).

Enfin, les différentes mesures ont été réaliséets3ljours apres traitement.

2.1.2. Préparation des traitements
2.1.2.1. Preparation de la DFO
La DFO (C25H48N608.CH403S), de poids moléculairé, 8% Da, se présente sous forme
lyophilisée avec une pureté d’environ 95% et ettilde dans I'eau. Une solution méere de 100
mmol/L de DFO est préalablement préparée par digation de la poudre avec de I'eau déionisée.
Puis 3 concentrations de DFO (10, 100 et 1000 (Liolit été préparées par dilution de la solution
meére dans du milieu de culture (RPMI 1640 pouckdkiles RINmM5F (paragraphe 2.1.3.1) et M199

pour les ilots pancréatiques (paragraphe 2.1.4.4)).
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2.1.2.2. Préparation de I'adenovirus

Les différentes concentrations en adénovirus (AdGWEet Ad B-Galactosidase) ont été
préparées a partir de solution mére de concentrat®' Vp/mL (Viral particule/ml) de TBS
contenant 10% de glycérol. Des concentrations @eMOI (Multiplicity Of Infection) et 200 MOI
en adénovirus ont été préparées par dilution dellgion mere avec du PBS. La MOI corresponds

au nombre de particules virales incubées par eellul

2.1.3. Lignée cellulaire et culture
2.1.3.1. Lignée cellulaire RINm5F
La lignée RINm5F (Fig.2-1) est une lignée cellidaissue d’insulinbme de Rat (LGC

PromoChem, Molsheim, France). Il s'agit d’'un clodérivé de la lignée RINm5F issue d'lots
pancréatiques de Rat, qui a la particularité d’asthéur un support traité; et de former des amas
cellulaires appelés pseudo-ilots sur un supporttraité. Les cellules RINm5F sont cultivés dans
du milieu RPMI 1640 (Sigma) supplémenté de 10%édars de veau foetal décomplémenté (SVF,
Lonza, Verviers, Belgique) et de 1% d’un mélange dmtibiotiques (10 000 Ul/mL de pénicilline,
10 mg/mL de streptomycine) et d'un antimycotiqué (Rg/mL Amphotéricine B (AB/AM,
Sigma)). Les cellules RINm5F sont décollées a &aild trypsine (Sigma) puis ensemencées tous
les 3 jours a raison de 5 millions de cellules Ipaite traitées de 75 cm? (Dutscher, Brumath,

France).

{ Oarc)
- [ =
Low Density Scale Bar = 100pm High Density

Figure2-1 : Lignée cellulaire Rinm5F

Scale Bar = 100um
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2.1.3.2. Culture pour le test de viabilité et I'étude dedécrétion de VEGF

Les cellules sont mises en culture dans des pla@@iquiits traitées (Becton Dickinson, Le
Pont De Claix, France), a raison de 30.000 cellpkaspuits pour un volume final de milieu de
culture de 200 pL. Les cellules sont mises en malpendant 24h, a 37°C dans une atmosphere

humide comprenant 5% de g@fin d’obtenir une confluence de 80%.

2.1.3.3. Culture pour le marquage au Hoechst

Les cellules sont mises en culture dans des plagdeguits traitées (Becton Dickinson), a
raison de 250.000 cellules par puits pour un voldime de milieu de culture de 500 pL et sont

placées dans les mémes conditions de culture djges décrites dans le paragraphe 2.1.3.2.

2.1.3.4. Culture pour I'extraction d’ARN

Les cellules sont mises en culture dans des buoadses 60x15mm (Becton Dickinson) a
raison de 100.0000 de cellules par boite pour dumve final de milieu de culture de 5 mL et sont

placées dans les mémes conditions de culture djes décrites dans le paragraphe 2.1.3.2.

2.1.3.5. Culture pour I'extraction de protéines

Les cellules sont mises en culture dans des buo##ées 100x15 mm (Becton Dickinson) a
raison de 500.0000 de cellules par boite pour lmmwe final de milieu de culture de 10 mL et sont

placées dans les mémes conditions de culture djges décrites dans le paragraphe 2.1.3.2.

2.1.4. Culture primaire d’flots pancréatiques
2.1.4.1. Prélévement du pancréas
L’isolement d’ilots pancréatiques est réalisé ss pancréas de rats de poids corporel variant
entre 250 g et 300 g. Les rats Wistar (Elevage &epaint Doulchard, France) sont utilisés pour les
étudesin vitro et les rats Lewis (Harlan, Gannat, France) posrdadesin vivo. Avant le
prélévement, les rats sont anesthésiés avec deldémé (Ketamine, Merial, Lyon, France)

complété avec 2,7 mL de Romfun (Xylazine 2%, Bayer, Puteaux, France) par voie
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intrapéritonéale a raison de 100uL/100g de poidsarel.

Une laparotomie est alors réalisée sur les rateeAavoir dégageé le pancréas, le canal cholédoque
est ligaturé a I'embouchure duodénale et cathétédisI’embouchure hépatique. 10 mL de
collagénase (Clostridiopeptidase de type IV, Sigsuat alors injectés dans le pancréas et I'animal

est sacrifié par exanguination pour le préleverderitorgane (Fig. 2-2).

Figure 2-2: Prélevement d’'un pancréas de Rat.
a- Anesthésie du rat, b- Laparotomie, c- Ligatwrecdnal cholédoque a 'embouchure duodénale, dsitmcdu canal
cholédoque, e- Insertion du cathéter dans le camalédoque, f- Fixation du cathéter dans le cahalédoque a
'embouchure hépatique, g- Injection de la collaagm h- Pancréas dilaté, i- Libération du pancaéasiveau de la

rate, j- Libération du pancréas au niveau du duoagrk- Libération du pancréas au niveau de limedt Pancréas
prélevé.

2.1.4.2. Digestion enzymatique
Les pancréas sont mis a digérer sous agitation°@ au bain marie pendant 10 minutes
environ jusqu’a obtention d’'un aspect en « grairsalgle ». La digestion est stoppée avec 40 mL de

solution saline d’HBSS a 4°C, additionné de 10%5H& décomplémenté + 1% AB/AM.
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2.1.4.3. Purification

Le digestat obtenu est filtré dans un tamis (ptéade 500 um, Sigma), rincé avec de 'HBSS +
10% SVF + 1% AB/AM puis récupéré dans des tubes@enL (Falcoff, Becton Dickinson) &
raison d’'un pancréas par tube. Le filtrat est ¢ig@ 10 minutes a 400xg et a 4°C. Les culots sont
récupérés dans de 'HBSS + 1% AB/AM et centrifugésnouveau 10 minutes a 400xg et a 4°C.
Les surnageants sont alors éliminés et les cutmtstsansférés dans des tubes de 15 mL (F&)con
Becton Dickinson) ou ils subiront un dernier lavaaeec de I'HBSS + 1% AB/AM. Apres
élimination des surnageants, les flots sont séplréissu exocrine a I'aide d'un gradient discomtin
de ficoll (Ficol® PM 400, Sigma), préparé au laboratoire et coréstiei 4 densités (1,110; 1,096 ;
1,069 et 1,032). Ce gradient est centrifugé 20 e 700xg sans accélération ni frein. Le
gradient est alors constitué de 4 phases : la it@ajbes ilots est concentrée dans les phases,1 et 2
la ¥Mphase a une pureté en flots estimée & 20%,°T4 phase et le culot contiennent
essentiellement du tissu exocrine. Enfin, les phdset 2 sont rincées 2 a 3 fois avec de 'HBSS +
1% d’AB/AM par centrifugation de 5 minutes a 40(xfgn d’éliminer le ficoll qui est toxique pour

les cellules (Fig. 2-3).

Tissu exocrine

non insulaire

Figure 2-3: llots pancréatiques humains avant (a) et aprésuftification.
Fléches blanches: flots pancréatiques.
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2.1.4.4. Culture dlots de Rat

Les ilots contrbles et infectés sont cultivés damsnilieu M199 (Lonza) + 10% SVF + 1%
AB/AM. En ce qui concerne les ilots traités a la)fes milieux sont supplémentés avec 10, 100

ou 1000 pmol/L de DFO + 10% SVF + 1% AB/AM.

a) Culture pour le test de viabilité, de fonctionn@lét pour I'étude de la sécrétion de VEGF
Les Tlots sont isolés et purifiés un a un sous dobmoculaire a I'aide d’une micropipette
(hand-picking) et mis en culture dans des plag@esudts non traitées (CELLSTAR Greiner Bio-
one, Kremsmunster, Autriche), a raison de 20 fjbats puits pour un volume final de 500 pL de
milieu de culture. Les flots sont ensuite cultiéé87°C dans une atmosphere humide comprenant

5% de CQ.

b) Culture pour l'inclusion des flots, I'extractionARN et de protéines
Les ilots sont prélevés par hand-picking et misdture dans des boites de Pétri 60x15 mm
non traitées (Greiner Bio-one), a raison de 206 ip@r puits pour un volume final de 5 mL de
milieu de culture. L'utilisation de moins de 200t8 ne permet pas d’obtenir des quantités en ARN

et en protéine suffisantes pour la réalisationRIES?CR et des westerns blotting.

2.1.5. Infection adénovirale
2.1.5.1. Adénovirus
Deux adénovirus difféerents (Ad VEGF et BdGalactosidase) ont été utilisés pour I'étude de
la surexpression du VEGF:
- un vecteur adénovirale recombinant exprimant leegespporteur codant pour I
Galactosidase afin de déterminer I'efficacité defdiction sur les cellulef.
- un adénovirus recombinant exprimant le gene codanVEGF165 pour stimuler

I'expression du VEGF au sein des cellylest des flots pancréatiques.

Ces 2 vecteurs sont des adénovirus humains deéstgpec délétion de la majorité de la région E3 et

défectifs pour leur réplication par la délétion dégions Ela E1b (Fig. 2-4).
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Figure 2-4: Schéma du vecteur adénoviral util{@évw.cellbiolabs.com)

2.1.5.2. Infection adénovirale in vitro

La méthode d’infection adénovirale a été réalisgdes cellule RINmMSF.
Apres 24 heures de culture (confluence de 80%)d#sles sont rincées avec du PBS (Lonza) puis
incubées pendant 3 heures, a 37°C en atmospherdéanec 5% C¢ dans un volume minimal
(50 pL pour les plagues 96 puits et 2 mL pour leiseb 60x15 mm) de solution adénovirale aux
concentrations de 3.10Vp/mL (100 MOI) ou 6.10 Vp/mL (200 MOI). Aprés 3 heures
d’incubation, on compléte ces volumes minimaux @ AQ pour les plaques 96 puits ou a 5 mL
pour les boites 60x15 mm avec du milieu RPMI 16410% SVF + 1% AB/AM. Les cellules sont

enfin mises en culture a 37°C en atmosphére huavide 5% CQ@

2.1.5.3. Infection adénovirale in vivo

L’infection adénoviralen vivo a été realisée sur les ilots pancréatiques dedRte technique
d’infection in vivo a été mise au point au laboratoire en vue d’obtemé infection efficace dans
tout I'llot pancréatique.

Les rats sont prealablement anesthésiés puis snpaeune simple laparotomie afin de dégager le
pancréas. Le canal cholédoque est ligaturé a l'ecthoe duodénale puis cathétérisé a
'embouchure hépatique. 10 ml d’HBSS sont aloredtges par voie intraductale pour dilater le
pancréas et mettre en évidence les vaisseaux sanguvironnant le pancréas. Ces derniers sont
ligaturés au niveau de la rate, de I'estomac, caddoum, du mésentére, des reins et de l'aorte pour
gue la solution adénovirale injectée reste localidéns le pancréas. La veine porte hépatique est
ensuite clampée puis 2 mL de la solution adénavaédh concentration souhaitée sont administrés a
'aide d’'une seringue par voie intraportale en climn du pancréas (Fig. 2-5) Apres injection de

collagénase, le pancréas est préleve et maintdiG @endant 30 minutes. L’isolement est ensuite
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réalisé selon le protocole décrit dans la secti@2Ces derniers sont enfin mis en culture dans d

milieu M199 + 10% SVF + 1% AB/AM.

Figure 2-5: Infection adénovirale in vivo d’'un pancréas de.Rat
a- Anesthésie du rat, b- Laparotomie, c- Ligatwrecdnal cholédoque a 'embouchure duodénale, dsiimcdu canal
cholédoque, e- Insertion du cathéter dans le camalédoque, f- Fixation du cathéter dans le cahalédoque a
'embouchure hépatique, g- Injection de 'HBSS, dtigre des vaisseaux : de la rate (h), de I'estdiihadu duodénum
(), du mésentére (k), des reins (I), de I'aortg.(m Clampage de la veine porte et injection dsolaition adénovirale,
o- injection de la collagénase, p- pancréas ditgtéf r- prélevement du pancréas.
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2.1.6. Evaluation de l'efficacité de l'infection des cdésp RINm5F

Le gene de I$-Galactosidase a été utilisé dans cette étudentrytee géne rapporteur pour
déterminer I'efficacité de l'infection. La déteatiae I'activité de |g-Galactosidase a été réalisée a
laide d'un kit de révélationptGalactosidase Reporter Gene Staining Kit, Sigrha).substrat
utilisé pour le marquage est le X-Gal (5-bromo-#brir3-indolyl$-D-galactopyranoside), qui
génere une coloration indigo dans les cellulesient lap-Galactosidase. Ce test permet alors de
déterminer le pourcentage de cellules infectées kvgéene de I§-Galactosidase par observation
au microscope.

Le X-Gal est dilué dans une solution de PBS comiea MgC}, ferricyanure de potassium
(KsFe(CNY) ) et du ferrocyanure de potassiumEK(CN}). Ainsi, le X-Gal pénetre la cellule et est

hydrolysé par Ig-Galactosidase induisant une coloration indigo damllule infectée.

2.1.7. Mesure de la viabilité des cellulpRRINM5F

La viabilité¢ des cellule RINM5F a été déterminée par la technique du QeHT96’
(Promega, Madison, USA). Il s’agit d’'une technige@orimétrique déterminant le nombre de
cellules vivantes adhérées dans les puits de eulie CellTiter 98 contient un dérivé de
tétrazolium, réductible par les cellules en fornmaz#e couleur brune absorbant a 490 nm. Apres
rincage des puits avec du milieu, un mélange depll0@de milieu + 20 uL de CellTiter §6est
ajouté sur les cellules. Les cellules sont alocsiliees pendant 2h a 37°C en atmosphere humide
avec 5% de C@et la densité optigue est ensuite lue au speattoptetre a 490 nm. Le
pourcentage de cellules viables, en fonction dagements, est déterminé par le ratio entre la

densité optique des cellules traitées et la denpii§ue des cellules controles.

2.1.8. Marquage des cellulgsRINm5F au Hoechst
Afin de détecter la fragmentation de 'ADN des gkl RINM5F au cours de I'apoptose, un
marquage au Hoechst 33258 (Sigma) a été réalisé.
Le Hoechst fait partie des intercallants de I’ADNofescents (Hoechst 33258 et Hoechst 33342). I
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est excité par la lumiére UV a une longueur d’odde€850 nm et émet une fluorescence bleu/cyan a
une longueur d’onde de 461 nm. Pour chaque condiipérimentale, les cellules décollées sont
récupérées, de méme que les cellules adhérentes @gurollement a I'aide de la trypsine (Sigma).
A l'aide du cytospin (Shandon Cytospin 2, Interoaéil medical equipement, Canada), les cellules
sont fixées sur lames puis marquées par un baf ménutes avec du Hoechst 33258 diluée au
1/1000. Les lames sont ensuite observées au migesa fluorescence (Axioskop 20, Zeiss,

Allemagne).

2.1.9. Mesure de la viabilité et de la fonctionnalité tless pancréatiques
2.1.9.1. Viabilité
La viabilité est estimée par microscopie a fluoeese a I'aide de 2 marqueurs : le diacétate

de fluorescéine (FDA, Sigma) et l'iodure de propidi (Pl, Sigma) utilisés aux concentrations
respectives de 0,67 umol/L et de 4 umol/L. Le deteéde fluorescéine, ester non polaire, diffuse a
travers les membranes des cellules vivantes @nesédiatement métabolisé en fluorescéine par les
estérases cellulaires. La fluorescéine formée,naglae peut plus sortir des cellules vivantesyet s
accumule donnant une fluorescence verte caradgéest L’iodure de propidium traverse les
membranes des cellules mortes et se lie aux anigEéiques produisant une fluorescence rouge.
Ainsi, la viabilité est déterminée de facon empidgen estimant visuellement le pourcentage de
cellules viables au pourtour de I'llot par rappiitensemble des cellules visibles de ce méme flot.
Cette estimation, subjective, ne donne aucun rgneeient sur la viabilité des cellules au centre de

I'Mlot. L'estimation est reproduite sur une dizaii@dots pour chaque condition.

2.1.9.2. Fonctionnalité

La sécrétion d’insuline permet d’évaluer la fonotialité des ilots en culture. Elle est évaluée

par un test de stimulation au glucose et par launeede la sécrétion d’insuline qui en découle.

a) Test de stimulation au glucose
Pour chaque condition expérimentale, un test deuftition au glucose a été réalisé 1 et 3
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jours apres traitement.

Dix ilots pancréatiques sont prélevés et incubés damL d’une solution de Kreb’s Ringer a
2,5 mmol/L de glucose, dite solution basale, pehddmeure a 37°C. Ensuite, les cellules sont de
nouveau placées dans 4 mL de cette solution bgmaldant 1 heure 30 minutes a 37°C. Le
surnageant est alors récolté dans le but de dissuline sécrétée a I'état basal. Les Tlots sont
ensuite placés dans une solution de Kreb’s Rindgd emmol/L de glucose, dite solution stimulée.
Aprés 1 heure 30 minutes d’incubation a 37°C, lesageants sont prélevés afin de doser 'insuline

sécrétée a I'état stimulé.

b) Dosage de l'insuline

Le but du dosage de l'insuline est de compareruntité d’insuline produite par les ilots
stimulés avec 25 mmol/L de glucose par rapport guantité d’insuline produite par les flots
stimulés avec 2,5 mmol/L de glucose en fonctiondi#érents traitements.

Le dosage de linsuline se fait a I'aide d’'un tesmunoenzymatique: Mercodia Rat insulin Elisa
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay, Mercodia, Ulgs8uede). Le dosage immunologique
enzymatique repose sur une technique de type avandlirect », dans laquelle 2 anticorps
monoclonaux sont dirigés contre 2 déterminantsganiques distincts de l'insuline. Pendant
incubation, les molécules d’insuline de l'échdlota se lient, d’'une part, aux anticorps anti-
insuline fixés sur la plaque et réagissent, d’apae, avec les anticorps anti-insuline présents da
la solution de « peroxydase conjugué ». Un rincaggple élimine les anticorps marqués non liés.
Le conjugué est détecté par réaction avec la 33tétramethylbenzidine (TMB). Pour arréter la
réaction, on ajoute de l'acide chlorhydrique 0,3/IndCette solution fournit un point d’évaluation
colorimétrique, qui sera lu par spectrophotomé&iel50 nm. La sécrétion des ilots est alors
exprimée par I'index de stimulation qui représeeteapport entre la quantité d’insuline sécrétée
par les ilots mis en présence de 25 mmol/L de glied la quantité d’insuline sécrétée par les flots
mis en présence de 2,5 mmol/L de glucose. La fonedlité des ilots est exprimée en index de

stimulation.
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2.1.10.Etude de I'expression des génes
L’étude de I'expression des genes de l'insuline VEiGF, du HIF, du géene pro-apoptotique
Bax et du gene anti-apoptotique Bcl-2 a été réalefen de déterminer d’évaluer I'effet positif ou

délétere de I'infection adénovirale ou du traitebeeta DFO.

a) Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux de 200 flots ont été isolés par itedlextraction TRIZOE (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA). Il s'agit d'une extrant phénol/chloroforme. Les flots sont lysés
pendant 15 minutes dans 500 pL de TRIZOL et les ABfidux sont récupérés, séchés a l'air
pendant 10 minutes puis dissout dans 20 puL d'eaR@iethylpyrocarbonate, Sigma). lls sont
ensuite incubés a 65°C pendant 10 minutes. L'aheoebdes échantillons a des longueurs d'onde
de 260 et 280 nm est mesurée afin de déterminpectgement la quantité d'ARN et de protéines

présentes. Enfin le rapport R§gD0O,g0 permet d’évaluer la qualité de ces ARN.

b) Reverse transcriptase-polymerase chain reactionRRR)

L'ADN complémentaire (ADNc) a été synthétisé par MUV reverse transcriptase
(Invitrogen). Brievement, 4 pug d'ARN totaux ont étanscrits en utilisant un random hexamer
primer dans un mélange réactif de 20 pL. La PCRéaréalisée a partir d'1,5 pg d'ADNc. La
séquence réactionnelle est de 1 minute a 95°Cnlitena 60°C puis 1 minute a 72°C. Les jeux de
primers (Sigma) et la taille des fragments amgigént indiqués dans la figure 2-6. Le produit de
'amplification a été séparé sur gel d'agarose 10®dtrogen) a 1,5% afin de contrdler que le
produit de I'amplification par PCR correspond kiela cible. Les gels ont été marqués au moyen de
bromure d'éthidium et révélés aux UV (Gel Doc 2@IM-RAD) (Fig. 2-7 ; Fig. 2-8). Les bandes
sont quantifiées au moyen du logiciel ImageJ, ®ivieurs rapportés a la quantité d’ARNmpde

Actine exprimé.
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Taille

MNom Amarce attendue du MgCl2
(mmaoleil)
fragment
- 5-3 aacatggcattgtcatgga
beta-actine -5 tacatggcggtaccaacaga 570 pb 3
)
beta-actine™ — getacagefteaccaccaca 94 pb 3
-5 gecatctettgetegaagtc
L -3 ctacaatcatagaccatag
insuling 35 cottcacggigiigacet 241 pb 2
-3 caatgatgaagccctggagt
VEGF (298) 35 titctigcgetttogttttt i) 25
-3 tcaagtcagcaacgtggaag
HIF -5 tatcgaggcetgtgtcgactg L 2
-3 tgcagaggatgattgetgac
Bax 3-8 gatcagctcgggeactitag LLETY) 2
-3 atacctgggccacaagtgag
Bel-2 3-8 tgatttgaccatitgcctga CH) 2

Figure 2-6: Séquences de primers et conditions de RT-PCRIpsuifférentes amorces utilisées.
* Amorces deB-actine utilisé pour I'étude de I'expression desagsur les cellules RINmM5F.
** Amorces dep-actine utilisé pour I'étude de I'expression desagsur les ilots pancréatiques.

310 ph——oi]
271, 281 pb

234 pb
194 pb

310 pb
271, 281 pb
234 pb
194 pb:

118 pb
72 pb

<4+—B-Actine

Insuline
B-Actine

Insuline

Figure 2-8: Gel de PCR de l'insuline a partir d’ARN d'llotsnmaéatiques de Rat.

2.1.11.Etude de I'expression de la protéine HIF-1
2.1.11.1. Extraction des protéines cellulaires
Pour préparer le lysat cellulaire, les cellules RB¥ ont été solubilisés dans 1 mL d’un tampon de

lyse constitué de dithiothreitol (20 mmol/L), de SB% (Euromedex, Souffelweyersheim, France),
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de tampon Tris-HCI (0,25 mol/L, Eurobio, Paris, kra), pH=6,8, de 10% glycérol et de bleu de
bromophénol (Sigma) et soniquées a l'aide d’'unedsoi sonication (PolyTr6nPT-MR 2100,

Kinematica AG, Luzern, Suisse) a raison de 3 apuitions de 5 a 10 secondes chacun.

2.1.11.2. Dosage des protéines

Les protéines ont été dosées selon le protocoldi @@ Henkel et Bieger (299). Une gamme
étalon de BSA a été préalablement préparée a mirtia dilution avec de I'eau distillée d’'une
solution mere de 1,4 mg/mL (BIO-RAD). 5 uL de chamtandard et de chaque échantillon de
protéines ont été placés sur une membrane de glitrlmse puis séchés sous vide pendant 1 minute.
La membrane de nitrocellulose a ensuite été colarédrRouge Ponceau S (Sigma) pendant 5
minutes. L'intensité des points a été finalemewél&e par le logiciel ImageJ et la concentratiosn de
protéines de chaque échantillon a été déterminéeqraparaison avec la gamme de BSA. La

concentration des échantillons est exprimée en ingig. 2-9).

0,238 0,350

> Gamme étalon de BSA
(ma/mL)

0,700 1,050 1,400

Figure 2-9: Dosage d’'une gamme de BSA selon la méthode dedllendl.,révélé par le logiciel
Image J.

2.1.11.3. Western blotting
a) Migration
L'électrophorese a été réalisée sur un gel SDS-PEHB-RAD) a 4-12 % en acrylamide.
Les lysats cellulaires, aprés avoir été chauffé80eC, ont été déposés a raison de 25 pg de
protéines par puits. La migration se fait a 200evigiant 1 heure dans du tampon de migration XT-
MES (Bio-Rad). Des marqueurs de poids moléculargseté utilisées comme standard (Precision

Plus Protein all blue standards; MagicMark XP progtandard; Invitrogen).
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b) Electrotransfert

Le gel a été mis en contact avec une membranetaeeailulose (BIO-RAD). Le transfert
s'est déroulé pendant 30 minutes a 100 V dansndpaia de transfert contenant 20% de méthanol

(BIO-RAD).

c) Immunomarquage

Aprés coloration au Rouge Ponceau S permettanbuiedter le transfert, la membrane a été
incubée 30 minutes a température ambiante dansalagon de blocage (Invitrogen). L'anticorps
primaire a été placé au contact de la membraneapénthe heure a température ambiante. Les
anticorps primaires utilisés sont:

- un anticorps monoclonal anf-Actine dilué au 1/5000 (Santa Cruz Biotechnology,

Californie, USA)

- un anticorps monoclonal anti HIFtHilué au 1/1000 (R&D Systems, Minneapolis, USA).
Apreés trois lavages, l'anticorps secondaire coapl& phosphatase alcaline (Anti souris 1:100000
(Sigma) a été incubé 30 minutes a température auebi&nfin, apres trois nouveaux lavages, la
révélation s'est effectuée par autoradiographiaidel d'un kit de détection en chimioluminescence

(Invitrogen) et de film photographique (Kodak, Fi2:10).

220 kD ——pp

120 kD—P>
100 KD=——a—pp
80 KD =—a>pp

60 kD =P
50 KD e

40 KD——p
30 kD——P

20 KD =

Figure 2-10: Western blot sur le lysat d’flots pancréatigue®Rdeet immunomarquage defla
Actine et du HIF-1.
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2.1.12 Etude de la sécrétion de VEGF

Apres 1 et 3 jours de culture des celldRINmM5SF et des ilots infectés ou mis en présence de
DFO, les surnageants sont récoltés et analysésgsarELISA (Raybiotech, Norcross, USA). Les

cellulesp RINm5F et les ilots sont lysés et la quantité mégines mesurée par Bradford.

2.1.12.1. Dosage du VEGF par Test ELISA

Le dosage immunologique enzymatique repose sutagmique de type "sandwich direct".
Des anticorps anti-VEGF de rat sont fixés sur Eqpe 96 puits. Lorsque les échantillons sont
incubés sur la plaque, le VEGF présent va se liepramier anticorps. Aprés rincage, le second
anticorps biotinylé anti-VEGF est ajouté. Un ringagmple élimine les anticorps marqués non liés.
Le conjugué (streptavidine couplée a HRP (HorsadRd@eroxydase)) est détecté par réaction avec
le TMB. La réaction est enfin stoppée a l'aide @wolution d’acide chlorhydrique 0,5 mol/L. Une
coloration proportionnelle a la quantité de VEGF lee au spectrophotométre a 450 nm. Les
résultats sont exprimés par le ratio entre la diéade VEGF et la quantité de protéines totalesdan

I'échantillon.

2.1.12.2. Extraction des protéines

L’extraction des protéines totales est réalisée°@ & l'aide de 1 mL pour POcellules
RINmM5F et de 150 uL pour 20 ilots pancréatiquesn ddmpon de lyse constitué de Tris pH=8 (20
mmol/L, Euromedex), de NaCl (137 mmol/L, Sigma), IgfAL 1% (Sigma), de
Phenylmethanesulfonyl fluoride (31 mmol/L, Sigmajle glycérol 10% (Sigma). 30 minutes avant
I'utilisation du tampon de lyse sur les celluledestilots, nous avons ajouté une pastille de adlckt
d’inhibiteurs de protéase (Roche Dignostics GmbtanNheim, Germany) pour 10 mL de tampon
d’extraction. Apres 30 minutes d’extraction, unentdéugation de 10 minutes a 13.000xg des

échantillons est réalisée et les aliquots sontglpaéla méthode Bradford (300).
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2.1.12.3. Dosage des protéines selon la méthode de Bradford

Pour réaliser ce dosage, on utilise le kit BioRadtdn Assay. Ce dosage est basé sur le
changement de coloration du Bleu de Coomassie piopoellement a la quantité de protéines
présentes. Une fraction de la solution a dosepréstvée et complétée a 50 uL d'eau ultrapure (en
fonction de la dilution a donner a ces échantiljoi@n ajoute 2,5 mL de solution de Bradford
diluée 5 fois dans I'eau. Aprés incubation de B anthutes a I'obscurité et une légere agitation, la
DO est lue & 595 nm (Spectrophotométre®I840B, Beckman). La concentration est déterminée
en comparaison avec une gamme étalon de BSA réalisés les mémes conditions. La

concentration des échantillons est exprimée en iing/m

2.1.13.Etude immunohistologique des ilots pancréatiques
2.1.13.1. Inclusion des ilots pancréatiques
Apres culture des filots infectés ou mis en présdecBFO, 200 ilots sont récupérés dans des
tubes eppendorf de 2 mL puis rincés dans du PBSIlaes sont alors incubés pendant 30 minutes
dans du parformaldéhyde (PFA, Sigma) dilué a 4% ahnPBS. Aprés 2 rincages de 5 minutes
dans du PBS additionné d’éosine (Eosine®2E%actifs RAL® , Labonord, Templemars, France),

les 1lots sont inclus dans la paraffine (Labonord).

2.1.13.2. Coupe des blocs d'llots pancréatiques

Les coupes du bloc de paraffine sont réaliséesi@del’d’'un microtome (Leica RM 2265, Leica,
Rueil-Malmaison, France) a 4 um d’épaisseur. Leunutbe tissu obtenu est placé au bain marie et

récupéré sur une lame SuperFtesus (Labonord).

2.1.13.3. Coloration eosine/hématoxyline des coupes d’ilots

Dans le but de vérifier I'intégrité et la qualité & coupe, une coloration éosine/hématoxyline
est réalisée sur la lame avant de procéder a I'inmmarquage. Les lames sont d’abord plongées

dans du Harris haematoxylin (SurgipgtiCambridgeshire, Grande Bretagne), rincées datisale
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distillée puis plongées dans de I'éthanol/acidé/qIdéthanol a 96%, 1 mL HCI). Les lames sont
ensuite plongées dans de I'eau/Ni8,25% d’ammoniaque a 20%), rincées dans de kistillée
puis colorées a I'éosine. Les coupes sont alorgrebss au microscope optique (Axioskop 20,

Zeiss, Allemagne) (Fig.2-11).

Figure 2-11: Coloration éosine/hématoxyline d’une coupe d'ijmscréatiques de Rat.

2.1.13.4. Immunomarquage

Le marquage a été mis au point sur des coupesrieéaas (Fig.2-12) et réalisé sur des flots
isolés. Des marquages immunohistochimiques deulims et du VEGF 165 ont été effectués sur
des coupes de 4 um. Pour le marquage de l'insulimgnticorps primaire anti-insuline de souris
(Sigma) dilué au 1/1.000 est utilisé et pour le qnage du VEGF, I'anticorps primaire est un
anticorps anti-VEGF de souris (Abcam, Paris, Framaitué au 1/200. L’anticorps secondaire anti-
souris biotinylé, dilué au 1/200 est utilisé avecperoxydase couplée a l'avidine (Sigma). La
protéine recherchée est alors révélée par la pdasey qui va réduire le péroxyde d'hydrogéne afin
d'oxyder la molécule d'AEC (3-amino-9-ethyl-cardazo
Aprés le déparaffinage, les sites antigéniques déntasqués par un bain de trypsine a 0,1%
pendant 20 minutes. Afin de neutraliser I'actiyigroxydase endogene, les lames sont incubées
pendant 10 minutes dans une solution a 3% g.HApreés incubation avec l'anticorps primaire
durant la nuit a 4°C, les lames sont rincées mashées avec l'anticorps secondaire pendant 30
minutes. Les lames sont ensuite mises en présenbexttavidine-Peroxidase (Sigma) pendant 30
minutes. Enfin, aprés ringage, le substrat de taxi@ase est ajouté pendant 5 minutes. Les lames

sont montées avec un milieu aqueux (Microscopy fexea Merck) (Fig. 2-12).
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Figure 2-12: Coupe de pancréas: marquage de l'insuline.

2.2. Etudein vivo

2.2.1. Etude histologique

2.2.1.1. Principe de 'étude

Le but de cette étude était de comparer les effietiinfection adénovirale du gene du VEGF
(aprés 1 jour d'incubation) et de la préincubatdes ilots en présence de DFO (1 et 3 jours
d’incubation), sur la viabilité et la revasculatiesa des T1lots pancréatiques au cours de la
transplantation. Pour cela, afin de s'affranchitales phénoménes de rejet, notre choix s'est porté

sur une transplantation syngénigue dans un moeelatd_ewis sain ou diabétique.

2.2.1.2. Induction du diabéte par la streptozotocine (STZ)

L’induction du diabete est réalisée par injectiora-péritonéale d’'une solution de STZ
(Sigma) a raison de 75 mg/kg de poids corporeleSIZ [2-deoxy-2(3-méthyl-3-nitrosourée)1-D-
glucopyranose] est un antibiotique a large speptoauit par Streptomyces achromogens. La
réponse diabétogene a la STZ est due a la nécesseetlule$} des ilots de Langerhans. Du fait de
sa faible stabilité, la STZ est préparée extemporemt dans un tampon citrate 0,1 M pH=4,5
composé d’'acide citrique monohydrate 0,1 mol/L §&g, d’acide citrique trisodique 0,1 mol/L
(Sigma), d’eau ultrapure et de soude (Sigma). Gefiietion est alors mise dans la glace le temps de
procéder aux injections de 500 pL de STZ par ratglycémie des rats est alors vérifiée 5 jours
apres injection a I'aide d’un lecteur de glycémiequChek (Roche)) par prise d’'une goutte de sang

a la queue du rat.
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2.2.1.3. Transplantation d'llots pancréatiques

La transplantation a été réalisée sur des ratsd.eain ou diabétique de 200-250 g et éleves
dans des conditions standard d’hébergement. L&s iidectés (paragraphe 2.1.5.3) ou traités a la
DFO pendant 1 et 3 jours aprés isolement (parageapt.4.1 a 4.3), sont sédimentés et suspendus
dans 1 mL de CMRL 1066 (Invitrogen) juste avamtéivention. Apres anesthésie sous isoflurane
(Baxter, Maurepas, France), le rat est incisé agaui de la cavité péritonéale. Tous les lobes du
foie sont clampés excepté le lobe caudé (lobes3] qi recevra les flots (Fig. 2-12 pour le siee d
clampage). Ce site d'implantation a été choisi déippermettre une étude histologique plus fine des
flots transplantés. 200 ilots sont chargés danssariegue de 1 mL et injectés via la veine porte.
Une fois l'injection terminée, les lobes hépatigeest déclampés et une compression au point
d'injection permet de limiter les saignements. s lobes caudés ont été prélevés 1, 3, 5,,7, 10

14, 21, 30 et 60 jours apres transplantation.
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1. Lobe droit médial du foie
(lobus hepatis dexter medialis)

2. Lobe gauche médial du foie
(lobus hepatis sinister medialis)

3. Lobe gauche latéral du foie
(lobus hepatis sinister lateralis)

4. Lobe droit latéral dorsal
(lobus dexter lateralis dorsalis)

5. Lobe droit latéral ventral
(lobus dexter lateralis ventralis)

6. Conduit hépatique
(ductus hepaticus)

7. Lobe caudé, processus caudé
(lobus candatus, processus caudatus)

8. Lobe caudé, processus
papillaire
(lobus candatus, processus papillaris)

9. Esophage
(oesophagus)

10. Ligament hépatogastrique
du petit omentum
(ligamentum hepatogastricum
omenti minoris)

11. Veine porte
(vena portae)

12. Artere hépatique propre
(arteria hepatica propria)

13. Artére hépatique commune
(arteria hepatica communis)

14. Ligament hépatoduodénal
du petit omentum sectionné
(ligamentum hepatoduodenale
omenti minoris)

15. Artere gastroduodénale
(arteria gastroduodenalis)

16. Feuillet antérieur du petit
omentum sectionné
(lamina anterior omenti minoris)

17. Duodénum
(dnodenum)

18. Conduit commun
hépaticopancréatique
(ductus hepaticopancreaticus)

19. Papille duodénale
(papilla duodeni)

20. Estomac
(gaster ventriculus)

Figure 2-13: Face caudale du fo{e’apres Aprhamian et Freund, 2004)
Le clampage permettant I'injection spécifique deniebe caudé est schématisé par les fléeches jaunes

2.2.1.4. Histologie et immunomarquage

Une fois prélevés, les lobes ont été incubés pentlieures dans de la PFA 4% puis inclus
dans de la paraffine (paragraphe 2.1.13.1) afiredikser des coupes de tissu de 4 um d’épaisseur
(paragraphe 2.1.13.2). Avant d’effectuer 'immunoquege, les coupes ont été déparaffinées et des
coupes de foie ont subi une coloration éosine/héxyhhe (paragraphe 2.1.13.3) afin de vérifier

lintégrité et la qualité du tissu. En effet, cetteloration accentue les contrastes et permet de
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reconnaitre plus facilement les différents élémehitstissu. Ensuite, nous avons réalisé sur les
coupes de foie 'immunomarquage de l'insuline, dGF 165 (paragraphe 2.1.13.4). Enfin, afin de
mettre en évidence la revascularisation des Tlptésatransplantation un marquage des tissus a la
lectine biotinylée (Lectin de Bandeiraea simplitido(Griffonia simplicifolia), Sigma) diluée au
1/50 a été réalisé. Cette lectine a une affiniggarante pour les résidus terminawo-galactosyl

et une affinité secondaire pour les résidus termindracétylea-D-galactosaminyl (301) et marque
les cellules endothéliales de maniéere intense @ilis¥e, ce qui constitue une méthode de choix
pour l'observation du réseau vasculaire (302). ticanps secondaire et le mode de révélation
utilisé pour la lectine sont identiques a ceuxiséd pour linsuline et le VEGF (paragraphe

2.1.13.4).

2.2.2. Etude métabolique

2.2.2.1. Principe

Le but de cette étude était d’évaluer et de compkeffet de la transplantation d’ilots
pancréatiques infectés (aprés 1 jour de culturd)ilets ayant été préincubés en présence de DFO
(pendant 1 et 3 jours) sur le controle métaboliges rats diabétiqgues. Comme pour [|'étude
histologique, notre choix s'est porté sur une pamation syngénique dans un modele de rat Lewis
diabétique. Pour cette étude 5 groupes de 4 ratsslae 200-250 g ont été composés : le groupe
standard positif qui correspond aux rats non digbés (S+), le groupe standard négatif (S-) qui
correspond aux rats diabétigues non transplareégrdupe des rats transplantés avec des Tlots
infectés (ADENO) et le groupes des rats transptaatéc des Tlots préincubés pendant 1 (DFO1) et
3 jours (DFO3) en présence de DFO. Des mesureide porporel, de glycémie a l'aide d’'un
lecteur a glycémie AccuChek (Roche) et de sécr@hiopeptide C par prise de sang au niveau de la
gueue, ont été effectuées au cours du temps a(Puheures de jeline) et en post-prandiale (2h

apres réalimentation).
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2.2.2.2. Transplantation d’flots pancréatiques
Mille Tlots, infectés ou traités a la DFO, sontigs#ehtés et suspendus dans 1 mL de CMRL
1066 juste avant l'intervention. Aprés anesthésies ssoflurane, le rat est incisé au niveau de la
cavité péritonéale et les ilots pancréatiques sansplantés par voie intraportale dans la totdiité
foie a I'aide d’'une seringue (Fig. 2-14). Des éwgetliminaires ont montré que la transplantation
de 500 flots était insuffisante pour observer datafe la greffe et qu’avec 2000 ilots nous avions
une guérison du rat diabétique. Ainsi, afin de mduwbserver une différence entre les traitements,

nous avons fait le choix de transplanter 1000 .ilots

Figure 2-14: Transplantation intrahépatique d'ilots pancréasdans un modeéle de rat syngénique
diabétique induit par la streptozotocine.

a- anethésie au gaz du rat; b- laparotomie; @ctign des ilots pancréatiques par voie intrapartdt point de

compression.

2.2.2.3. Dosage du peptide C
Préalablement, des prises de sang des rats deechemupe ont été réalisées pendant 2 mois a
partir de la queue des rats, a jeun et en postjaien Le dosage du peptide C a été réalisé a parti
du plasma sanguin obtenu par centrifugation du sdags des tubes complémentés d'un
anticoagulant (BD Microtein& Becton Dickinson) pendant 2 minutes & 12000xgdbsage du
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peptide C a été réalisé a l'aide d'un test immumgeratique: Mercodia Rat peptide C Elisa
(Mercodia) dont le principe a été décrit paragraplied.2.b. Enfin, les concentrations en peptide C

sont exprimées en pmol/L.

2.3. Etude statistique

Les résultats sont exprimés par la moyenne * ltégae. Les tests statistiques ont été réalisés
selon la méthode classique (ANOVA) respectant l@gres de normalité par Sigmastat. Le test
réalisé est le test de Student. Un p <0,05 essidéré comme significatif dans tous les tests

statistiques. L'effet traitement et I'effet temmsreprésentés respectivement par * et #.
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3. Résultats
3.1. Etudein vitro
3.1.1. Effet de I'infection adénovirale et du traitemerff@ sur I'expression du VEGF dans les

cellules RINmM5F

3.1.1.1. Efficacité de l'infection adénovirale
La figure 3-1 représente le marquatygalactosidase des cellules RINm5F aprés infedion
I'aide de I'adén@gal. L’'analyse quantitative a montré que 10% ddsles sont infectées avec une
quantité d’adénovirus de 100 MOI (Fig.3-1A) con2@ avec 200 MOI (Fig.3-1B) aprés un jour
de traitement. On observe également une augmemtad¢id’efficacité de I'infection 3 jours aprés
traitement puisque 40% des cellules sont marquees 400 MOI et 60% des cellules sont
marquées avec 200 MOI attestant que l'infectiomadigale permet une surexpression prolongée

du géne de I8-galactosidase.

Figure 3-1: Photographie en microscopie inversée des celluldémBf infectées a l'aide de
ladéndBgal et révélées apres marquage f-{aalactosidase 1 jour (A, B) et 3 jours (C, D) apré
infection avec 100 MOI (A, C) ou 200 MOI (B, D).
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3.1.1.2. Influence des différents traitements sur la viakéicellulaire

L’étude de la viabilité des cellules RINm5F apréaitétment a la DFO ou infection
adénovirale a été évaluée afin de comparer laitéxpcobable de ces deux approches (Fig.3-2). Le
traitement des cellules RINmM5F en présence de DEFQrol/L a montré une préservation de la
viabilité des cellules apres 1 jour de traitem@3(95+5,66%; n=4, Fig.3-2A). Par contre, de plus
fortes concentrations en DFO induisaient une pieteiabilité (68,92+5,83% avec 100 umol/L et
65,8915,83% avec 1000 umol/L, p <0,001, n=4) atdstle la toxicité de la DFO. Des résultats
identiqgues ont été trouvés aprés 3 jours de tramenavec un effet majoré aux plus fortes
concentrations (66,95+£16,55%, avec 10 pmol/L; 487ZB88% avec 100 umol/L et 31,46+7,55 avec
1000 pmol/L; p <0,001, n=4). Nos études se focadigedonc pour la suite des expériences sur la
concentration de 10 umol/L de DFO qui semble lanmboxique.

La mesure de la viabilité des cellules RINm5F émstavec 'adénoVEGF (Fig. 3-2A) a montré une
absence de toxicité du traitement pendant toutdutée de I'étude quelque soit la concentration
utilisée (n=4).

En paralléle, une étude de I'effet du VEGF a étdigée afin d’évaluer le réle de ce facteur
de croissance sur la prolifération cellulaire. Ainaddition de VEGF sur les cellules RINm5F
entrainait une stimulation significative de la [féohtion cellulaire entre 300 pg/mL
(115,59+4,72%) et 1000 pg/mL de VEGF (116,68+7,1&¢es 1 jour de traitement (p <0,001;
n=3; Fig. 3-2B). Des résultats identiques ont &ti&ous aprés 3 jours de traitement attestant @u rol

bénéfique de ce facteur.
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Figure 3-2: Histogramme représentant la viabilité des cell@&$m5F en pourcentage par rapport
au contréle apres 1 (barre noire) et 3 jours (bgnise) de traitement. Les résultats sont expriemes
moyenne + écartype (***, ### p <0,001; ** p <0,01# p <0,05).

3.1.1.3. Influence des différents traitements sur I'expreesi de I'’ARN messager de
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Figure 3-3: Histogramme représentant la quantification retaprar RT-PCR semi-quantitative de

'ARNm de linsuline par rapport a TARNm de Ig actine des RINm5F a 1 et 3 jours dans les
conditions controles (barre noire), aprés traiteamanle DFO (barre grise), aprés infection

adénovirale avec 100 MOI (barre hachurée) ou 200 Kb@rre quadrillée). Les résultats sont
exprimés en moyenne * écartype (***, ### p <0,001 <0,01).
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Nous avons analysé par RT-PCR l'expression de I'&R#e I'insuline (Fig. 3-3) en fonction des
différents traitements. Une préservation de l'espien du messager de l'insuline a ainsi été
observée apres 1 jour de traitement en présenbé-@eou d’une infection adénovirale a 100 MOI
(0,87+0,09 avec DFO et 0,55+0,16 avec 100 MOI e@i75+0,15 pour le contréle; n=3). De plus,
apres 3 jours de traitement, I'infection adénoeinaérmettait de conserver des taux d’expression du
messager comparables aux contrbles mais uniqueds ® le cas d'une infection réalisée en
présence de 100 MOI (0,88+0,35 contre 1,01+0,14r peucontréle; n=3) puisque l'infection
adénovirale avec 200 MOI a induit une diminutiogn#ficative de I'expression de 'ARNm de
I'insuline que ce soit apres 1 jour (0,25+0,34 cerit,75+0,15 ; n=3; p <0,01) ou apres 3 jours de
traitement (0,24+0,03 contre 1,01+0,14 ; n=3, 080).

En revanche, une augmentation significative depfegsion de ’TARNm de l'insuline a été observée
avec 10 pmol/L de DFO aprés 3 jours de traitem2yt0¢0,68 contre 1,01+0,14; p <0,01; n=3)

suggérant que cette approche semble bénéfiqudgmiliots.

3.1.1.4. Analyse de I'apoptose

L’étude de l'apoptose a été réalisée par le margulega fragmentation de 'ADN a I'aide du
Hoechst. Les résultats présentés figure 3-4 n’astgermis de mettre en évidence d’apoptose dans

les cellules RINM5F apreés traitement a la DFO éeciion adénovirale.
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Figure 3-4: Photographies en microscopie a fluorescence dieteseRINMSF apres 1 et 3 jours de
traitement (DFO ou infection adénovirale 100 et ®R00I) ou sans traitement et marquées a l'aide
du colorant Hoescht.
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Figure 3-5: Graphigque présentant I'étude par RT-PCR semi-giasine de I'expression de
'TARNmM de Bax (A) et de Bcl-2 (B) par rapport a RNm de |af actine dans les cellules RINm5F
contrbles € ), traitées a la DF@), (infectées avec 100 MOI)(ou 200 MOI ¢ aprés 1 et 3 jours de
traitement. Les résultats sont exprimés en moyeanéeartype (*** p <0,001; ** p <0,01; *, # p
<0,05).

En accord avec ces données, I'étude de I'expres®dhRNm des facteurs pro-apoptotiques
(Bax) et anti-apoptotiques (Bcl-2) par RT-PCR semmntitative n'a pas montré de variation
significative de ces facteurs apres un jour detemaent (Fig.3-5). Cependant, I'expression de
'ARNmM de Bax est significativement augmentée ap@epurs de traitement dans les cellules
contrbles (de 0,3+0,13 a 1,01+0,73; n=3; p <0,G5)lans les cellules infectées (de 0,33+0,09 a
2,10£0,64 avec 100 MOI; de 0,30+0,15 a 1,42+0,48c&00 MOI (p <0,05; n=3; Fig.3-5A) alors

gue cette expression est significativement moieséd aprés 3 jours de traitement a la DFO (de
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0,18+0,05 a 0,07+0,14; p <0,01; n=3). De plus ptession de 'TARNm de Bcl-2 reste inchangée au
cours de l'expérimentation dans les contrbles (640,23 a 0,41+0,17), avec la DFO (de
0,35+0,18 a 0,29+0,12) et avec l'infection a 100Nk 0,44+0,1 a 0,46+0,16, Fig.3-5B). Enfin,
I'infection a 200 MOI induit une surexpression #igative de I'expression de 'ARNm de Bcl-2 de
0,48+0,28 a 1,04+0,16; (p <0,001; n=3). Ces donséggerent que les cellules traitées a la DFO
semblent s’orienter dans un processus anti-apgpitalors que les autres traitements orienteraient

les cellules dans une voie pro-apototique.

3.1.1.5. Mesure de I'expression et de la sécrétion de VEGF

La mesure du VEGF secrété par test ELISA a montré stimulation significative de
sécrétion du VEGF par les cellules traitées a I@DE infectées (200 MOI) par rapport au contrdle
apres 1 jour de traitement (2,45+0,15 avec la DpG&Q,01; n=4), 2,89+0,39 avec 200 MOI; (p
<0,05; n=3) contre 2,12+0,06 pg/ g de protéinesl@éstpour le contrble) (Fig.3-6A). Des résultats
similaires ont été obtenus pour 3 jours de traitem@ependant, I'infection adénovirale présente la
particularité de permettre une surexpression cisgrane a plus long terme, comme cela a déja été
démontré au laboratoire lors d’études préalabl®@8)(2Ainsi, l'infection adénovirale stimule la
sécrétion du VEGF durant 14 jours avec un pic deesién 7 jours apres infection alors que cette
sécrétion du VEGF en présence de DFO est plustivarset ne dépasse pas 3 jours dans nos essais
in vitro (résultats non présentes).

L’étude de I'expression du messager du VEGF palPRR apporte une toute autre information. En
effet, sur une étude ne dépassant pas 3 jours, mausns pas mis en évidence de différence
significative d’expression du messager du VEGF alexc différents traitements développeés.
Toutefois, I'expression de 'ARNm du VEGF augmeriie cours du temps pour les cellules
contréles, traitées a la DFO et infectées avecM@0. Ces données suggerent que 'augmentation
de sécréetion du VEGF en présence de DFO n’estypmas dine synthese accrue de ’ARN messager
mais uniqguement a une libération plus importanteceefacteur. Au contraire, dans le cas de

'adénovirus, la sécrétion de VEGF a long termespdsen par la voie génomique.
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Figure 3-6: Histogramme représentant la mesure de la sécrétiodEGF en pg/ug de protéines
totales par test ELISA (A) et la mesure semi-quatitie par RT-PCR de TARNm du VEGF par
rapport & 'TARNm de I8 actine (B) dans les cellules RINm5F sans traitdr(iearre noire) ou avec
traitement a la DFO (barre grise) ou apres infecieec 100 MOI (barre rayée) ou 200 MOI (barre
guadrillée) aprés 1 et 3 jours de traitement. léssiltats sont exprimés par la moyenne + écartype
(***, ### p <0,001; **, ## p <0,01; *, # p <0,05).

Afin de comprendre les mécanismes moléculairesigués dans cette sécrétion et I'expression du
VEGF, nous nous sommes donc intéresseés a I'expnedsi'Hypoxia Inducible Factoml(HIF-1

a) qui est un facteur de transcription impliqué démsgoression du VEGF.

L'analyse par RT-PCR de l'expression du messagerHdelo montre une augmentation
significative de I'expression du HIFelde 1,07+0,37 a 2,64+1,00 aprés 1 et 3 jours dereupour

des cellules non traitées (p <0,001, n=6, Fig.3Z8pendant, en présence de DFO, l'expression de

'ARNm du HIF-1a était comparable au contréle 1 jour aprés traiténeé était significativement
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réduite par rapport au contréle a 3 jours (0,95@Q@ntre 2,64+1,00; p <0,001; n=6; Fig.3-7).
Finalement, l'analyse de I'expression par westdattibhg de la protéine HIF<l a révélé une
surexpression significative de cette protéine efsgmce de DFO 1 et 3 jours aprées traitement
(0,65+0,08 contre 0,19+0,06 a 1 jour; 1,12+0,38t@0,24+0,18 a 3 jours; p <0,001; n=3, Fig.3-

8).
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Figure 3-7: Histogramme représentant la mesure semi-quanétgiar RT-PCR de 'ARNm du
HIF-1o par rapport a TARNm de Ia actine dans les cellules RINmM5F sans traitemeart€inoire)

ou avec traitement a la DFO (barre grise) aprés3ljeurs de culture. Les résultats sont exprimés
par la moyenne + I'écartype (***, ### p <0,001).
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Figure 3-8: (A) Photographie du film du western blotting destgines HIF-& et f-actine sur les
cellules RINm5F contrdles (a, c) et traitées a ROD(b, d) apres 1 (a, b) et 3 jours (c, d) de
traitement et (B) histogramme représentant la needer I'expression de la protéine HIk-par
western blotting sans (barre noire) ou avec trat@nDFO (barre grise) apres 1 et 3 jours de culture
Les résultats sont exprimés par la moyenne = ltgpar(*** p <0,001; ** p <0,01; # p <0,05).
3.1.1.6. Discussion

Dans cette étude, afin de permettre la surexpmeskio/EGF, nous nous sommes intéresses a
deux techniques : lI'infection adénovirale et leteérment des cellules avec la DFO. Nous avons ainsi
evalué le retentissement de ces deux approchda siabilité, la fonctionnalité et I'expression du
VEGF sur une lignée de cellulgs RINM5F. Le but était ici de vérifier que ces diéfets
traitements n’étaient pas toxiques et d’évaluer &ficacité sur la surexpression du VEGF en vue
d’'une application sur des flots pancréatiques de Ra

Le traitement des cellulgsa I'aide de la DFO a dans un premier temps manigécette molécule
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inhibait la prolifération cellulaire. Bien que suepant, ces résultats sont en accord avec d'autres
études qui ont suggéré que le fer est nécessainrelprolifération des cellulel. Nous avons
également observé une surexpression de 'TARNmrgailine en utilisant 10 pumol/L de DFO. Ces
résultats sont confortés par I'étude d'Olejniekal., (258, 259) qui a montré que la DFO est un bon
anti-oxydant et protége les cellulgslu stress oxydant; cette protection conduirait@élioration

de l'expression de 'ARNm de linsuline. Ces domnée peuvent étre confirmées qu'a une
concentration de 10 umol/L car au dela nous avonsbgerver un effet délétéere de la DFO par une
diminution de la viabilité cellulaire. Nos études sont donc focalisées dans une deuxieme phase
sur la concentration de 10 pmol/L de DFO. Cettecentration en DFO permet en effet d’orienter
la cellule vers une voie de survie cellulaire, caanpela a été confirmé par la diminution de
I'expression de TARNmM de Bax, facteur pro-apopae et le maintien de I'expression de Bcl-2,
facteur anti-apoptotique (260). De plus, le tragamdes cellules a I'aide de la DFO permet une
surexpression du VEGF par les cellules RINM5F. eCettirexpression n’est cependant que
transitoire puisqu’elle n’est pas maintenue au del® jours de traitement. L’étude des mécanismes
cellulaires a l'origine de la surexpression du VE&Ppermis de démontrer que cette surexpression
était due a une augmentation de I'hypoxie cellelaiaractérisée par une surexpression de la
protéine HIF-r comme précédemment décrit dans la littérature )(28¥ailleurs, seule les
modifications d’expression de la protéine Hlé+ious ont permis d’identifier précisément le role
de ce facteur dans I'hypoxie cellulaire, I'étude ltkexpression du ARNm n’apportant aucune
information. De ce fait, durant I'nypoxie, seuleglaantité de protéine HlFelaugmente, sans étre
pour autant accompagnée d’'une augmentation deréegimn du messager.

En conclusion, malgré une certaine toxicité de FODpour des concentrations supérieures a 10
pmol/L, cette molécule améliore la viabilité etftanctionnalité de cellules RINmM5F, induit une
surexpression transitoire du VEGF par la voie bgpbxie et protége les cellules contre le stress
oxydant.

Les études utilisant la thérapie génique pour parenta surexpression du VEGF ont montré une
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préservation de la prolifération cellulaire lors Kafection adénovirale du gene du VEGF165
humain. Cette surexpression pourrait s’expliquerl'péet activateur du VEGF sur la prolifération
de cellules, sachant qu'il s’agit aussi d’'un puigset spécifique facteur de croissance mitogénique
(202). Conformément a ces données (202), cettee &yaermis de confirmer que le VEGF induit
une augmentation significative de la proliférataatlulaire 3 jours aprés l'infection en utilisa®0l
MOI d'adénovirus. Cependant, linfection adénoweirast toxique pour des concentrations
supérieures a 100 MOI induisant une perte d’insufiar les cellulef malgré une préservation de
la viabilité cellulaire. De plus, I'étude de l'apjope a suggéré que l'utilisation de I'infection
adénovirale était a I'origine d’une destruction deflulesf. Ce résultat a d’ailleurs été confirmé
par la surexpression de TARNmM de Bax apres inbecidenovirale en utilisant 200 MOI. Ainsi,
'usage de l'infection adénovirale pour surexprifeeNWEGF serait délétere pour la viabilité et la
fonctionnalité de cellules aux fortes concentratibren qu’elle permette une surexpression efficace
du transgéne jusqu'a 14 jours. Ces données ontcpaséquent suggéré qu’une infection
adénovirale a l'aide d’'une concentration en adéunsvile 100 MOI permettrait une surexpression
suffisante du transgeéne tout en limitant la togicéllulaire liée a I'utilisation d’'un adénovirugn
conclusion, cette étude nous a montré la faisébéit I'efficacité de ces deux approches pour
surexprimer le VEGF par les cellulgd De plus, elle nous a permis de déterminer les
concentrations en adénovirus et en DFO permettantiuife une surexpression du VEGF
comparable avec les deux approches sans modificdgola viabilité et de la fonctionnalité des
cellulesp. Enfin, l'utilisation de la DFO permet de stimuler fonctionnalité des cellulegy effet
probablement lié a ses propriétés anti-oxydantesitapoptotigues que nous avons pu évaluer au

cours de cette étude.
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3.1.2. Effet de l'infection adénovirale du géne du VEGFdet la DFO sur I'expression du

VEGEF sur les 1lots pancréatiques de Rat

3.1.2.1. Evaluation de la viabilité, de la fonctionnalité ete I'expression d’insuline des flots

pancréatiques infectés ou traités a la DFO

L’analyse de la viabilité des ilots pancréatiqué&téaréalisée a partir d’'une coloration FDA/PI (Fig
3-9 et 3-10). Bien que ce marquage soit informdtifindique pas pour autant la viabilité au centr
de l'llot pancréatique et reste par conséquentiectenique assez subjective. Cependant, il n’existe
pas a ce jour d'autre technique de marquage pexmettanalyser rapidement la viabilité des ilots
pancréatiques. Le marquage FDA/PI a permis de miogtre les différents traitements proposes,
gue ce soit la DFO ou l'infection adénovirale, pett@nt une préservation de la viabilité des ilots
pancréatiques au cours du temps. La viabilité ddloes aprés 3 jours de traitement a la DFO était
de 91,38+6,95% (n=8) contre 89,71+8,30% pour letifen (n=7) et 87,86+11,50% pour le contrdle

(n=7).
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Figure 3-9: Photographies en microscopie a fluorescence d'flateréatiques de Rat aprés 1 et 3
jours de traitement (DFO ou infection adénovirgd@)lou sans traitement et marquées a l'aide de la
technique du FDA/PI.
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Figure 3-10: Histogramme représentant la viabilité des ilotscp@atiques en pourcentage sans
traitement (barre noire) ou aprés traitement DF@rréb grise) ou infection 100 MOI (barre
hachurée) aprés 1 et 3 jours de culture. Les gdsidont exprimés en moyenne + écartype.

Les analyses du test de stimulation au glucose @jl) attestant de la fonctionnalité des
flots pancréatiques ont révelé une augmentationifisigtive de la fonctionnalité des ilots en
présence de DFO aprés 1 jour de traitement pamorgppx ilots controles et aux flots infectés
(3,74+0,58 versus 1,96+0,83 et 2,03+1,06, n=3; p0BD. Par contre, I'index de stimulation
diminue au cours du traitement pour devenir comparaux conditions contrdles aprés 3 jours
(1,91+0,22 versus 2,02+0,45, n=6). L’infection aoMirale entraine une diminution significative de
cette fonctionnalité aprés 3 jours de traitemeni540,13, n=4; p <0,01). Ainsi, malgré les
informations apportées par le test de viabilitg,risultats concernant la fonctionnalité révelem u

toxicité de I'infection adénovirale au cours du psm
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Figure 3-11: Histogramme représentant I'index de stimulation ittts pancréatiques apres 1 ou 3
jours de culture (barre noire) ou apreés traiteni3f® (barre grise) ou infection 100 MOI (barre
hachurée). Les résultats sont exprimés en moyeécartype (***, ### p <0,001; **p <0,01).

137



L’étude de I'expression de 'ARNm de linsuline ndique pas de modification d’expression
de I'insuline avec ces différents traitements &@isque cette méthode apporte peu d’'informations

sur la fonctionnalité du systeme (Fig. 3-12).

[EnY
o

onNn b O ®

1 3
Jours apres traitement n=3

ARNM insuline/ARNm actine

Figure 3-12 : Histogramme représentant la mesure semi-quangt@idy RT-PCR de 'ARNm de
linsuline par rapport a TARNm de I actine apres 1 ou 3 jours de culture (barre naveaprées
traitement DFO (barre grise) ou infection 100 MBarte hachurée) des Tlots pancréatiques de rat.
Les résultats sont exprimés en moyenne * écartype.
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3.1.2.2. Analyse de I'apoptose
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Figure 3-13: Graphique présentant I'étude par RT-PCR semi-guaive de |'expression de
'ARNm de Bax (A) et de Bcl-2 (B) dans les ilotsngaéatiques contrdles (), traités a la DEO (),
infectés avec 100 MOL () apres 1 et 3 jours digetmeent. Les résultats sont exprimés en moyenne +
écartype (*** p <0,001; **, ## p <0,01; * p <0,05)

L'étude de I'expression des ARNm de Bax n’a pas trdode différence significative
d’expression au cours de I'expérimentation que aie dans les ilots contréles (de 0,40+0,32 a
0,28+0,11, n=5) ou dans les flots traités a la [i#€©0,33+£0,16 a 0,31+0,09, n=3). Par contre, les
résultats obtenus apres infection adénovirale reahtun doublement de I'expression du facteur
pro-apoptotique par rapport aux ilots contrblesaoux flots traités a la DFO indiquant I'effet
délétére de ce traitement quelques soient les telmpgtude. L’'étude de I'expression de TARNmM

de Bcl-2 n’'indique pas de différence significatpeur les différents traitements aprés un jour de

culture (contrdle: 0,54+0,28, n=6; DFO: 0,44+0,455 et infection: 0,34+0,11, n=4). D’allleurs, a
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chaque étape de I'étude, I'expression des ARNm abe @8 de Bcl-2 reste identique et inchangée
pour les filots contrbles et traités a la DFO. leatfon adénovirale apporte de tout autre
renseignement. En effet, aprés 3 jours de traitenfenxpression de Bcl-2 des ilots infectés est
significativement augmentée par rapport aux Tlotstrdles et aux filots traités a la DFO (contrdle:
0,54+0,17, n=5; DFO: 0,52+0,14, n=4 et infectiorB0®0,16, n=4, p <0,05). D’ailleurs, pour les
flots infectés, I'expression de Bax reste toujosupérieure a celle de Bcl-2 durant toute I'étude

indiquant que les ilots s’orienteraient dans law® la mort cellulaire.

3.1.2.3. Mesure de I'expression et de la sécrétion de VEGF
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Figure 3-14 : Histogramme représentant la mesure de la séordti VEGF en pg/pg de protéine
totale par test ELISA (A) et la mesure semi-quatitie par RT-PCR de 'ARNm du VEGF par
rapport a 'TARNm de |83 actine (B) dans les ilots pancréatiques en absgadeaitement (barre
noire) ou avec traitement a la DFO (barre griseapres infection avec 100 MOI (barre hachurée)
apres 1 et 3 jours de traitement. Les résultats esqurimés par la moyenne + écartype (***, ### p
<0,001; ## p <0,01; * p <0,05).
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L'étude de la sécrétion du VEGF (Fig. 3-14A) pas léots pancréatiques a montré que
l'infection adénovirale et la DFO (10 pmol/L) eritrant une augmentation significative de la
sécrétion du VEGF. Cette sécrétion est 3 fois phymortante que dans les Tlots contrbles aprés 3
jours de traitement (Contréle: 1,80+1,40; DFO: #®B4 et infection: 11,26+0,82 pg/ng de
protéines totales; p <0,001; n=3). Cette surexmasse maintient environ 14 jours pour l'infection
adénovirale (287) alors qu’elle est plus trans#@8 jours) en présence de DFO (10 pumol/L).

De méme, I'expression des ARNm du VEGF (Fig. 3-1d&)également stimulée en présence
de DFO et apres infection 3 jours aprés culturgédi,21 avec la DFO (p <0,01; n=5) et 110234

avec 100 MOI (p <0,05; n=3) contre 0211 en contrble).

3.1.2.4. Mesure de I'expression de la protéine HIFal
A ! -1 | i (F~
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Figure 3-15: (A) Photographie du film du western blotting destpines HIF-& et -actine sur les
flots pancréatiques contréles (a) et traités aH® [b) 3 jours aprés traitement et (B) histogramme
représentant la mesure de I'expression de la p@tédiF-lo par western blotting sans (barre noire)
ou avec traitement DFO (barre grise) aprés 3 jdergulture. Les résultats sont exprimés par la

moyenne + |'écartype (** p <0,01).
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Pour vérifier I'origine de la surexpression du VE@Huite par la DFO, nous avons mesuré
I'expression de la protéine HIk:par western blotting (Fig. 3-15) sur des 1lotstoales et traités a
la DFO aprés 1 et 3 jours de traitement. L'anatisd’expression de la protéine Hlk-h'a pas
permis de révéler de quantité détectable de cettgipe apres 1 jour de traitement pour les flots
contrdles et les Tlots traités a la DFO. Néanmaapses 3 jours de traitement, une expression est
quantifiable dans les deux situations avec unexpuession significative de cette protéine en

présence de DFO (0,42+0,20 contre 1,51+0,31; pls®63).

3.1.2.5. Analyse immunohistochimique des flots pancréatiques

a) Marquage immunohistochimique de I'insuline dangliets pancréatiques

L’'analyse des ilots pancréatiques a été réaliséesamarquage immunohistochimique de
l'insuline. Nous avons ainsi pu observer envirorila® par condition (Fig. 3-16).

L’étude a révélé que le marquage a l'insuline essiaintense dans les filots contrdles et les
flots traités a la DFO aprées 1 jour de culture ns@sble diminué dans les ilots infectés. Nous
pouvons également observer que le marquage din@ptes trois jours de culture dans les ilots
contrbles et que I'on voit apparaitre de petitesesode nécrose au sein de ces flots. Des résultats
similaires sont obtenus avec l'infection adénoeraiais avec une nécrose centrale tres marquée
attestant d’'une destruction progressive de I'llainimant la toxicité de l'infection adénovirale. Le
traitement a la DFO permet au contraire de présdavstructure de I'llot sans nécrose centrale
visible a ce stade et le marquage a l'insuline $emmaintenu attestant de la bonne fonctionnalité de
I'flot. Cette étude confirme les données obtenwessde chapitre précédent: le traitement des ilots
pancréatiques a la DFO permet de préserver laligabt la fonctionnalité des Tlots pancréatiques

in vitro.
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Figure 3-16: Photographies en microscopie a contraste de phaseodpes (5 um) dlots
pancréatiques inclus dans la paraffine et marquéssaline: (A, B) ilots pancréatiques controles;
(C, D) traités a la DFO; (E, F) infectés aprésur j&\, C, E) et 3 jours (B, D, F) de culture.
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b) Marquage immunohistochimique du VEGF dans les flateréatique

Dans cette étape, les ilots pancréatiques ont atquaés a l'aide de I'anticorps anti-VEGF

afin de visualiser I'expression de ce facteur an de l'ilot (Fig. 3-17).

Figure 3-17: Photographies en microscopie a contraste de phaseodpes (5 um) dlots
pancréatiques inclus dans la paraffine et marquégEsGF: (A, B) ilots pancréatiques contréles;
(C, D) traités a la DFO; (E, F) infectés aprésur j&\, C, E) et 3 jours (B, D, F) de culture.
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L’étude immunohistochimique du VEGF a montré unpregsion du VEGF dés le premier jour
de I'expérimentation quelque soit le traitementp&walant, le marquage semble plus intense et
diffus pour les flots traités a la DFO aprés 1 jdertraitement indiquant une surexpression du
VEGF par rapport aux ilots controles et aux ilofeétés dés le premier jour de I'expérience. Aprés
3 jours de traitement, I'expression du VEGF estnaemfée pour les flots contrdles et les flots
infectés mais on observe toujours cette nécrosteatermajorée dans les ilots infectés. En revanche
le traitement a la DFO ne semble pas stimuler atpFession aprés 3 jours de traitement car le

marquage semble aussi intense qu’a 1 jour.

3.1.2.6. Discussion

Dans cette étape, nous avons voulu vérifier que dffets des deux approches
pharmacologiques ou géniques évaluées precédensmenne lignée de cellulgspouvaient étre
reproduites sur des ilots pancréatiques de Rat.

Le traitement des ilots a la DFO a ainsi pu mongienon toxicité de cette molécule pour une
concentration de 10 pmol/L ce qui confirme querésiltats obtenus sur la lignée cellulaire étaient
bien dus a un effet anti-prolifératif (251). Pantre, nous n’avons pas observé comme dans le cas
des celluleg de surexpression de 'ARNmM de I'insuline en présede DFO mais une stimulation
de la fonctionnalité des ilots pancréatiques afirgmur de traitement attestant que cette molécule
jouerait un réle dans l'insulino-sécrétion. Aink, chélation du fer par la DFO semble limiter
I'inhibition de I'expression de l'insuline liée & présence du fer comme cela a déja été largement
déemontreé (238, 239, 240, 243, 244). Cette stimuiatie la fonctionnalité des ilots n’est cependant
pas maintenue au cours du temps. Cet effet lingté gtre attribué a la durée de vie de la molécule.
Néanmoins, I'étude immunohistochimique des filotsncp@datiques nous apporte d’autres
informations. D’'une part, on observe une stimulatie I'expression de 'insuline aprés traitement a
la DFO qui se maintient au cours du temps. D’apée, une nécrose centrale est mise en évidence
dans des ilots non traités apres 3 jours de culh@erose qui n'est pas identifiée dans les ilots

traités DFO. Ces données sont confortées par Bétied facteurs pro et anti-apoptotique par RT-
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PCR qui montre que I'absence de traitement orikste€ellules vers une voie pro-apoptotique. Ces
résultats peuvent étre expliqgués par le pouvoir@idant de la DFQ258, 259). Il est en effet
connu que les filots pancréatiquesvitro souffrent d’hypoxie, a l'origine d’'un stress oxyda
L'effet protecteur de la DFO semble ainsi jouerréle majeur et inattendu a ce stade de I'étude
dans la lutte contre le stress oxydant. Cependastite objectif premier était d’utiliser cette
molécule pour induire la surexpression du VEGF. Dam contexte, nous avons pu observer que la
DFO induisait une surexpression de '’ARNm du VEGRuee stimulation de la sécrétion de ce
facteur aprés 3 jours de traitement montrant quzH@ n’agirait pas seulement sur la libération du
VEGF, comme démontré sur les cellufgsmais aussi sur son expression. Enfin, 'analysdad
protéine HIF-& montre que la DFO induit une expression de ceetacindiquant bien que la
surexpression du VEGF passe par la voie du HiEdnc de I'hypoxie.

Concernant les flots infectés, I'étude de la vighipar le test du FDA/PI n’a pas permis de
visualiser de perte de viabilité des ilots panigéas. L'analyse de la viabilité par la techniqee d
FDA/PI, bien qu’utilisée couramment, ne permet gasvisualiser le centre des ilots. Dailleurs,
'analyse histologique donne une toute autre infdfam. Ainsi, nous avons pu révéler une forte
nécrose centrale dans ces ilots aprés 3 joursadentient attestant de la toxicité de l'infection
adénovirale. Cette nécrose centrale s'accompagm&dyse cellulaire a I'origine d’'une libération
massive d'insuline que I'on retrouve dans ces éavientrales. L'étude de la fonctionnalité des
flots infectés a, en outre, démontré que la fonaidité des filots infectés est fortement diminuée
confirmant la toxicité de I'approche. Ces résultdat en accord avec ceux obtenus lors de I'étude
de I'expression des ARNm des facteurs pro- et a@mptotique (Bax et Bcl-2) qui a montré
gu’apres un jour de traitement, les Tlots infectést déja orientés vers la voie de la mort cellalai
D’autres études indiquent d’ailleurs que l'infecti@dénovirale est toxique puisqu'une grande
guantité de vecteur est nécessaire a un bon tradsfgene (294). L'infection adénovirale du géne
du VEGF a permis d’induire une surexpression du WE@ cours de I'expérience par rapport aux

flots contrbles confirmant la faisabilité et I'efficité de ce systéme pour transférer le gene du

146



VEGF dans les ilots pancréatiques (291, 292). Eléitude de I'expression de 'ARNm du VEGF
dans les flots infectés a montré que l'adénovirzt é 'origine d’'une surexpression de ce
messager 3 jours aprés traitement. Cependanytikdgpeler que nous ne quantifions par RT-PCR
que I'expression du VEGF de rat et non celle doggéne. Il semblerait donc que I'adénovirus a un
effet sur I'expression génique propre de Ilot@urs du temps. Néanmoins, cette surexpression
pourrait étre simplement liée a I’hypoxie induibed de I'isolement et de la culture des flots comme
cela a été observé sur les ilots contréles.

En conclusion, comme pour les cellul@sRINmM5F, cette étude nous a montré la faisabilité e
I'efficacité de la thérapie génique et de I'appmgharmacologique par la DFO pour surexprimer le
VEGF par les ilots pancréatiques. De plus, ellesreopermis de confirmer les effets bénéfiques de
la DFO sur la fonctionnalité des filots et son effeitecteur contre le stress oxydant par rapport a
une infection adénovirale qui se révéle étre toxigour les Tlots pancréatiques a court teime

vitro.

3.2. Etudein vivo

3.2.1. Mise au point du modéle de rat streptozotocine

Avant de pouvoir étudier l'influence de ces diffése traitementsn vivo, il nous a semblé
nécessaire d’étudier précisément le modéle daabétique induit par la streptozotocine.

L’état diabétique est caractérisé par un syndroolgupo-polydipsique, un amaigrissement et une
hyperglycémie a jeun.

En ce qui concerne les évolutions pondérales cirest&n 14 jours sur les animaux de I'étude, chez
les rats sains, 'augmentation moyenne de la mestsge 12,11% alors qu’elle est significativement

inférieure de 6% chez les rats diabétiques (p 40,089) (Fig. 3-18).
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Figure 3-18: Histogramme présentant I'évolution pondérale jiesd4 jours aprées l'injection de 65
mg/kg de streptozotocine (barre grise) ou pourrdés controles (barre noire). Les résultats sont
exprimeés par la moyenne = I'écartype (*** p <0,001)

La glycémie des animaux sains reste dans les ngosmesologiques: a JO, la glycémie est de 1,08
+0,078 g/L et & J14 de 1,05 +0,13 g/L (n=9; Fid.9-

L’injection de streptozotocine a la dose admingsir@luit un état diabétique un jour apres injection
En effet, la glycémie a jeun est de 4,03+0,56 g9). L’hyperglycémie atteinte perdure dans le
temps. Statistiquement, les differences de glycéanire les animaux sains et les animaux

diabétiques sont significatives (p <0,001) (Fid.B-
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Figure 3-19: Histogramme présentant I'évolution de la glycéayees injection de streptozotocine
a 65 mg/kg (barre grise) ou sans injection (baoiesh Les résultats sont exprimés par la moyenne

+ I'écartype (***p <0,001).

L’insulinémie des rats sains est stable a 0,9+Q@T (n=16). La mesure de I'insulinémie des rats

diabétiques montre une chute de 15,5% en trois j@e 0,83+0,15 pg/L a JO a 0,13+0,18 ug/L a

J3, n=7) par rapport aux rats témoins. Apres as fours, I'insulinémie reste stable a 0,1 pg/L de

sécrétion résiduelle. Les deux courbes évoluenfaden significativement différente (p <0,001)

(Fig. 3-20).
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Figure 3-20: Graphique représentant I'évolution de l'insulinértors de I'induction du diabéte par
la streptozotocine (courbe verte) ou chez les amxrgains (courbe bleue). Les résultats sont
exprimés par la moyenne * I'écartype (***p <0,001).

3.2.2. Etude immunohistologique

3.2.2.1. Transplantation d"lots infectés ou traités a la B-chez le rat sain

L’étude immunohistochimique réalisée sur les raissa permis de mettre en évidence la
revascularisation des flots pancréatiques aprésglantation, quelque soit le traitement a I'aide
d’'un marquage a la lectine (Fig. 3-21A). Cependantjs n’avons pas observé de marquage du
VEGF (Fig. 3-21B) ni de l'insuline (Fig. 3-21C) i suggererait que la transplantation d’ilots
pancréatiques chez un rat non diabétique ne gE®itin environnement favorable a I'implantation

des ilots dans le foie et a I'expression de I'immupar ces ilots transplantes.
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Figure 3-21: Photographie en microscopie a contraste de phasmupe de foie de rats sains 3
jours apreés transplantation d'ilots pancréatiqyueesamarquage immunohistochimique de la lectine
(A), du VEGF (B) et de I'insuline (C). La fleche mtoe I'ilot pancréatique.

3.2.2.2. Transplantation d’flots pancréatiques dans un madedyperglycémique

Afin  d’évaluer si I'environnement hyperglycémiqueste plus adapté a [I'étude
immunohistologique des ilots pancréatiques tranggéa une transplantation d’'ilots non traités a été
effectuée dans le lobe caudé. Trois jours aprésptantation, le rat a été placé en hyperglycémie
par gavage au glucose durant les trois heures rggégent le prélevement du lobe transplanté.
L’étude immunohistochimique par marquage a linselia alors révélé qgu’en condition
hyperglycémique, l'insuline était révélée dansiless pancréatiques (Fig.3-22). Ainsi, ce test a
confirmé que I'étude immunohistochimique devait eétréalisée dans un environnement
hyperglycémique (hyperglycémie chronique par gavageiabéte). Toutes les études qui suivront

seront donc réalisées chez le rat diabétique sizefuicine.
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Figure 3-22: Photographie en microscopie a contraste de phase doupe d’'un lobe caudé du
foie transplanté par des flots pancréatiques aparsiuage immunohistochimique de l'insuline 3
jours apres transplantation dans un modele hypsgglique.

3.2.2.3. Transplantation d’ilots pancréatiques chez le Raalétique

a) Analyse du marquage immunohistochimique de l'inguli
L’étude immunohistochimique a été réalisée 1, 3,30, 14, 21 jours, 1 mois et 2 mois aprés
transplantation. Pour des raisons de clarté, naamsafait le choix de ne présenter que les
photographies des temps les plus représentatifs lemirésultats sont résumeés dans un tableau a la
fin de chaque partie. Ainsi, I'étude immunohistacltjue a révélé que le marquage a l'insuline était
trés intense aprés 1 jour de transplantation pesirilbts contrdles, diminuait aprés 21 jours de

transplantation pour ne plus étre détectable aig (Rag. 3-23 et tableau 1).
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Figure 3-23: Photographie en microscopie a contraste de phasewges (5um) d’'un lobe caudé
du foie de rat Lewis diabétique transplanté pariliés pancréatiques de rat Lewis non traités,sapré
marquage immunohistochimique de linsuline 1 jod&yJ, (10 jours (B), 1 mois (C) et 2 mois (D)
apres transplantation.

Pour les ilots traités a la DFO pendant 24 helaediminution de l'intensité du marquage de
l'insuline est plus précoce que pour les flots et et est nettement visible 10 jours aprés
transplantation (Fig. 3-24 et tableau 1). De mangimrprenante, nous avons pu mettre en évidence
un nouveau marquage apres 2 mois de transplant@mmarquage intense, semble se localiser

dans de grosses cavités et rappellant la nécrageleeobservée sur les filots traitasvitro. Ces

données suggerent donc qu’a ce stade de I'étydauitait une lyse massive des cellules de I'lot.
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Figure 3-24: Photographie en microscopie a contraste de phasewges (5um) d’'un lobe caudé
du foie de rat Lewis diabétique transplanté parilies pancréatiques de rat Lewis traités a la DFO
pendant 24 heures, aprés marquage immunohistoakencig I'insuline 1 jour (A), 10 jours (B), 14
jours (C) et 2 mois (D) apres transplantation.

L’étude immunohistochimique des filots traités dEO pendant 3 jours et transplantés n’a
pas permis de visualiser de marquage a l'insulimenta? jours dimplantation alors que ce
marquage est visible immédiatement aprés trangiantdans les autres conditions testées (Fig.3-
25 et tableau 1). Cependant, I'effet bénéfique rditeiment a la DFO pendant 3 jours peut étre
évalué a long terme puisqu’'un marquage a l'insulies ilots pancréatiques est toujours détectable
2 mois apres la transplantation. Il sembleraitlde gue I'intensité du marquage reste identiqué tou

au long de I'expérience attestant du maintien détetion des flots pendant toute la durée de

I'étude.
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Figure 3-25: Photographie en microscopie a contraste de phasewges (5um) d’'un lobe caudé
du foie de rat Lewis diabétique transplanté parilies pancréatiques de rat Lewis traités a la DFO
pendant 3 jours aprés marquage immunohistochinmdguénsuline 1 jour (A), 7 jours (B), 1 mois
(C) et 2 mois (D) apres transplantation.

Enfin, concernant les filots infectés, bien que &quage a I'insuline soit trés intense 1 jours
apres transplantation, il diminue rapidement ausale I'expérience mais reste détectable apres 2
mois ce qui n'est pas le cas dans les conditiomr@es. (Fig. 3-26 et tableau 1). Cependant,
comme dans le cas du traitement des flots en présde DFO pendant 24 heures, ce marquage

semble étre localisé dans des cavités présenteseiaude IMlot pancréatique attestant d’'une

probable lyse cellulaire.
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Figure 3-26: Photographie en microscopie a contraste de phasewges (5um) d’'un lobe caudé
du foie de rat Lewis diabétique transplanté pariltg#s pancréatiques de rat Lewis infectés, aprés
marquage immunohistochimique de l'insuline 1 jo&yj, (10 jours (B), 1 mois (C) et 2 mois (D)
apres transplantation.

Insuline | 1ljour | 3jours| 5jours 7jours 10jour&4jours| 21jours| 1mois | 2mois
C +++ +++ +/- + +++ +++ +++ + -
DFO24H| +++ +++ +++ ++ ++ + +/- +/- ++
DFO3J - - - +++ ++ ++ ++ ++ ++
100MOI +++ +++ +++ ++ +++ ++ ++ + +

Tableau 1: Récapitulatif des marquages immunohistochimiquesl’idsuline dans les flots
pancréatiques implantés dans le lobe caudé desdia®tigues (+++: marquage intense; ++:
marquage; +: marquage moyen; +/-: faible marquagdsence de marquage).
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b) Analyse du marquage immunohistochimique du VEGF

Cette étape de marquage nous a permis dans un&mkeupartie, d'identifier les mécanismes a

I'origine de la sécrétion au VEGF au cours de laseularisation des flots pancréatiques.

Figure 3-27: Photographie en microscopie a contraste de phasewes (5um) d’'un lobe caudé
du foie de rat Lewis diabétique transplanté pariliés pancréatiques de rat Lewis non traités,sapré
marquage immunohistochimique du VEGF 1 jour (A)j@irs (B), 1 mois (C) et 2 mois (D) apres
transplantation.

L’étude immunohistochimique du VEGF a montré quesdas conditions contréles il existait
deux phases distinctes d'expression du VEGF: uremigre phase au tout début de la
transplantation ou le marquage est diffus et I'espion du VEGF semble provenir du tissu
receveur et non de I'llot pancréatique et une deugiphase plus localisée a 21 jours ou cette fois-
ci un marquage intense du VEGF est localisé pnéaseé dans I'llot pancréatique (Fig. 3-27 et

tableau 2). Par ailleurs, entre ces phases, le V&&hfble peu exprimé. Enfin, aprés 21 jours le

marquage diminue progressive pour n’'étre plus Msilleux mois aprés transplantation.
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Concernant les flots traités a la DFO pendant 2ddse les résultats sont différents. En effet,
nous observons apres un jour de transplantatiomanguage diffus dans I'llot pancréatique et le
tissu hépatique. Quatorze jours apres implantatmmarquage n’est visible qu’au sein de [I'llot
pancréatique mais demeure tres diffus. Enfin, cequzaye diminue au cours du temps pour n’étre
plus visible 2 mois aprés implantation (Fig. 3-28tableau 2). Ces données comparées aux
conditions contréles suggerent que l'llot incubé&ade la DFO pendant 24 heures secréte du
VEGF dans les premiers jours qui suivent I'impléiota alors qu’aucune sécrétion de VEGF n’est
visible a ces temps dans I"llot pancréatique naitér Cependant, cette sécrétion précoce ne semble

pas madifier le profil d’expression a long termeeGF dans les ilots pancréatiques.

Figure 3-28: Photographie en microscopie a contraste de phasewges (5um) d’'un lobe caudé
du foie de rat Lewis diabétique transplanté pariltes pancréatiques de rat Lewis traités a la DFO
pendant 24 heures, apres marquage immunohistoaréndg VEGF 1 jour (A), 14 jours (B), 21
jours (C) et 1 mois (D) apres transplantation.

Dans le cas des flots traités a la DFO pendanuf,jeon observe comme dans la situation

contréle deux phases d’expression du VEGF : uneigre précoce et transitoire ou I'expression du
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VEGF est diffuse et localisée dans le tissu duwewge et une deuxiéme phase plus tardive ou
'expression du VEGF est localisée dans I'llot péatique. A ce stade de l'étude, il n'est pas
possible de déterminer si I'expression de VEGFneajorée par l'incubation dans la DFO. Par
contre, on voit trés nettement un effet a long teme cette incubation puisque 2 mois apres
transplantation, on observe un maintien de I'ex@oesdu VEGF dans le tissu du receveur et I'flot

pancréatique. (Fig. 3-29 et tableau 2).

Figure 3-29: Photographie en microscopie a contraste de phasewges (5um) d’'un lobe caudé
du foie de rat Lewis diabétique transplanté pariltes pancréatiques de rat Lewis traités a la DFO
pendant 3 jours, aprés marquage immunohistochimiud/EGF 1 jour (A), 21 jours (B), 1
mois(C) et 2 mois (D) apres transplantation.

Enfin, les résultats obtenus avec linfection adémbe montre une expression du VEGF au sein
méme de IMlot pancréatique immédiatement aprassplantation suggérant que la sécrétion de

VEGF dans cette situation est due a I'infectionnadéale (Fig. 3-30 et tableau 2). En accord avec

les donnéesn vitro montrant que cette surexpression se maintientng terme, on observe
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effectivement pendant toute la durée de I'étudenaintien de cette expression de VEGF au sein de
I'flot. Il faut cependant attendre un mois pour efyer un marquage du VEGF dans le tissu
hépatique contrairement aux autres conditionsd@sstéggérant que la réponse du tissu receveur a
cette implantation est plus tardive. Cette expogssiu VEGF reste maintenue pendant toute la

durée de 'étude.

Figure 3-30: Photographie en microscopie a contraste de phasewges (5um) d’'un lobe caudé
du foie de rat Lewis diabétique transplanté parilibts pancréatiques de rat Lewis infectés a 'aide
de 'adenoVEGF, aprés marquage immunohistochiméqyu¥ EGF 1 jour (A), 21 jours (B), 1 mois
(C) et 2 mois (D) apres transplantation.
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VEGF ljour | 3jours| 5jours 7jours 10jourd4djours| 21jours| 1mois | 2mois
C ++ +/- - - + +/- +++ ++ -
DFO24H + - - +/- +/- ++ + - R
DFO3J + + - +/- - - + +++ ++
100MOIl + + ++ + ++ ++ + + ++

Tableau 2: Tableau récapitulatif des marquages immunohistocpies du VEGF (+++: marquage
intense; ++: marquage; +: marguage moyen; +/-ldailarquage; -: absence de marquage).

c) Etude de la revascularisation des flots par marcquagmunohistochimique a la lectine

L’étude de Ila revascularisation des flots apresnsptantation par marquage
immunohistochimique de la lectine est résumée tatableau 3. Nous avons ainsi observé qu’un
flot implanté semble posséder sa propre vasculi@msee qui peut expliqguer ce marquage intense 1
jour aprés implantation. La phase critique de rewiasisation semble opérer dans les 10 premiers
jours apres implantation ce qui est identifié ganlaintien et les variations du marquage pendant
cette période. Aprés cette premiere phase, towteularisation « opérationnelle » reste nettement
visualisable dans lilot lui-méme mais on obsenapendant une diminution progressive du
marquage a la lectine qui peut étre expliquée agette des flots au cours du temps. (Fig. 3-31 et

tableau 3).
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Figure 3-31: Photographie en microscopie a contraste de phasewges (5um) d’'un lobe caudé
du foie de rat Lewis diabétique transplanté pariliés pancréatiques de rat Lewis non traités,sapré
marquage immunohistochimique de la lectine 1 jo&), (10 jours (B), 2 mois (C) apres
transplantation.

Des résultats tres comparables ont été obtenuslew@ots traités a la DFO pendant 24 heures. En
effet, on peut nettement visualiser les vaisseagsgmts dans I'flot pancréatigue immédiatement
apres transplantation. Cependant, ce marquage sdrahlicoup plus intense que pour la situation
contréle. Enfin, comme précédemment, on observediméution progressive du marquage qui

n'est pratiquement plus détectable 2 mois aprésptantation attestant une fois de plus de la perte

probable des ilots transplantés (Fig. 3-32 et tab®).
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Figure 3-32: Photographie en microscopie a contraste de phasew®es (5um) d’'un lobe caudé
du foie de rat Lewis diabétique transplanté par itlets pancréatiques de rat Lewis incubés 24
heures en présence de DFO, aprés marquage immiauabliisique de la lectine 1 jour (A), 10 jours
(B), 2 mois (C) aprés transplantation.

Les résultats obtenus avec les Tlots traités fimiss en présence de DFO sont ici également
différents. Ainsi, nous avons pu observer que lequeege a la lectine était intense et maintenu tout
au long de I'étude attestant que la vascularisaties Tlots transplantés est rapide et maintenue a

long terme. Par conséquent, ces données suggewenteq ilots implantés restent vivants et

fonctionnels (Fig. 3-33 et tableau 3).
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Figure 3-33: Photographie en microscopie a contraste de phaseupes (5um) d’'un lobe caudé
du foie de rat Lewis diabétique transplanté pariltes pancréatiques de rat Lewis incubés 3 jours
en présence de DFO, apres marquage immunohistagrendie la lectine 1 jour (A), 10 jours (B), 2
mois (C) aprés transplantation.

Enfin, I'analyse immunohistochimique des flots otés a I'aide de 'adénoVEGF et transplantés
chez le rat diabétique, semble montrer des résuttahparables au pré-traitement des filots pendant
3 jours a la DFO. Ces données suggerent que cesrdéements pourraient étre bénéfique pour la
revascularisation des flots. Il faut cependant matee différence majeure: le marquage est
beaucoup plus intense avec la DFO indiquant preadht une meilleure vascularisation des flots
(Fig. 3-34 et tableau 3).

Il est important de noter que toute cette étude umwhistochimique a montré un marquage de la

vascularisation uniqguement dans I'flot et non darisssu hépatique environnant.
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Figure 3-34: Photographie en microscopie a contraste de phaseupes (5um) d’'un lobe caudé
du foie de rat Lewis diabétique transplanté parilibts pancréatiques de rat Lewis infectés a 'aide
de 'adénoVEGF, aprés marquage immunohistochimipiéa lectine 1 jour (A), 10 jours (B), 2
mois (C) aprés transplantation.

Lectine | ljour | 3jours| 5jours 7jours 10jodrd4jours| 21ljours| 1mois | 2mois
C +++ ++ + +/- +++ ++ + + +/-
DFO24H ++ - +/- +/- +++ - + +/- +/-

DFO3J ++ + + ++ +++ +/- ++ ++ ++
100MOl +++ +++ ++ + ++ ++ + + +

Tableau 3: Tableaurécapitulatif des marquages a la lectine (+++: magg intense; ++: marquage;
+: marquage moyen; +/-: faible marquage; -: abseeamarquage).
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3.2.2.4. Discussion

Par une étude immunohistochimique, nous avons campaivo les effets de la DFO et de
l'infection adénovirale du gene du VEGF sur I'impiation, la fonctionnalité et la revascularisation
des ilots pancréatiques.

Il est important de noter que le processus de ceNassation des flots pancréatiques apres
transplantation intra-hépatique est inconnu a ce ¢ que I'étude histologique présentée dans ce
travail apporte une nouvelle connaissance dansneEsanismes. Le modele utilisant les ilots
pancréatiques contrbles, c'est-a-dire n‘ayant salgun traitement, a ainsi montré que la
revascularisation des filois vivo semble suivre deux phases bien distinctes: unmigre phase
précoce ou le receveur, c'est-a-dire le tissu igpatenvoie un signal a I'llot pancréatique par la
sécrétion de VEGF et une seconde phase plus taagiés 21 jours ou I'llot sécréte a son tour du
VEGF. Ces deux phases sont également identifiéele paarquage de la lectine indiquant que les
21 premiers jours apres implantation semblent émrdques pour la mise en place de la
vascularisation des flots pancréatiques aprespiamstion. En effet, de nombreuses études ont
déja montré que les 14 a 21 premiers jours sotfues dans ces mécanismes de revascularisation
(174-177). Cependant, le role du donneur et duwergedans ces réactions a longtemps été discuté
(223, 303, 304) et notre étude suggere que la lasgation ne vient pas uniquement du donneur ou
du receveur mais que ce sont des echanges organiséses deux milieux qui sont a I'origine de
cette revascularisation de I'llot pancréatique sypmgplantation. Notre modele d’étude a cependant
montré les limites de ce systéme puisque les mgresi de revascularisation semblent insuffisants
pour permettre un maintien a long terme de il sl ’environnement hépatique.

La stimulation de la revascularisation par I'appm@harmacologique a montré qu’il était possible
de bouleverser cette chronologie mais uniquemens da cas d’'une pré-incubation des ilots
pancréatiques pendant 3 jours en présence de Dir@ffé, les étudem vitro etin vivo réalisées
ont montré qu’'une pré-incubation des filots pend&htheures en présence de DFO n’est pas

suffisante pour stimuler la revascularisation detsimais semble de plus étre délétere pour leur
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survie. Par contre, une incubation de 3 jours permie stimuler ces mécanismes de
revascularisation et de maintenir a long termeukvis des flots transplantés. Etant donné que
I'expression de VEGF par les ilots incubés troisrgoen présence de DFO n’est que transitoire, il
est difficile d’attribuer ces résultats a cettelsaurexpression du VEGF. Le r6le anti-oxydant de
cette molécule (259, 261) ainsi que la chélationfelu pourrait expliquer cet effet mais les
mécanismes cellulaires responsables de ces rémctioivent étre élucidés. Il est cependant
important de ne pas oublier que le VEGF est uretaatle croissance qui agit comme un facteur de
survie protégeant les cellules de I'apoptose dtquéierement lors d’un stress hypoxique, ce qui es
le cas lors de la transplantation (305). Par camsgt) la DFO est une molécule qui permet
d’améliorer la viabilité des flots pancréatiqueséaptransplantation seulement si ces derniers ont
été pré-incubés pendant 3 jours, correspondandrapst nécessaire a une surexpression du VEGF
en culture.

L'étude réalisée sur les ilots infectés avec 'ad#BGF montre que le marquage a l'insuline est
identique aux conditions contréles indiquant queh&rapie génique n'améliore pas la viabilité des
flots au cours de la transplantation. Cependara, été mis en évidence une stimulation de la
sécrétion de VEGF par ces mémes filots et que sgttxpression se maintient durant toute la durée
de I'étude indiquant que l'infection adénoviralgmpet un maintient a long terme de la sécrétion du
VEGF comme montré précédemment dans les anaiysaso (291, 292, 293). Cette expression
est continue et ne présente pas de fluctuation emams la situation contréle ou lors de la
préincubation de 3 jours avec la DFO. D’'ailleussdiminution du marquage a la lectine au cours
de I'étude suggére que bien que le VEGF permetirida en place initiale d’'une vascularisation,
celle-ci n’est ni physiologique, ni fonctionnellese détériore au cours de I'étude.

En conclusion, une pré-incubation des flots pendanburs en présence de DFO, stimule la
revascularisation et améliore la viabilité dessilpancréatiques par rapport a des flots non traités
En revanche, une infection adénovirale ne permet g& maintenir viables les ilots aprés

transplantation malgré sa capacité a stimuler Vaseularisation des flots dans les premiers jours
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apres greffe, ce qui semble confirmer son effeguox préalablement mis en avant lors de I'étinde

vitro.

3.2.3. Etude métabolique

3.2.3.1. Evaluation du gain de masse corporelle
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Figure 3-35: Graphique présentant I'évolution du gain de massporelle au cours du temps
apres transplantation d’'flots non traités (courleaid), traités avec de la DFO pendant 24 heures
(courbe rose), traités avec de la DFO pendant s j@ourbe verte) ou infectés (courbe orange).
Les résultats sont exprimés en moyenne * écartigpe €0,01; *, # p <0,05).

L’estimation du gain de masse a été realisée pdifference entre les masses des animaux
mesurees pré et post-opératoire sur 2 mois aespiantation (Fig. 3-35).
L’étude du gain de masse des animaux diabétiqueserdaré une diminution significative de cette
masse jusqu’a 14 jours apres transplantation pesurdts transplantés avec des ilots contréles et
avec des filots traitées a la DFO pendant 1 (group®I) et 3 jours (groupe DFO33 (ours:
controle: -8,75+£5,00, p <0,05, n=3; DFO1: -11,6885,p <0,01, n=4; DFO3: -16,17+4,89, p<
0,01, n=6;14 jours: contrdle: -20,77+19,09, p <0,05, n=3; DFO1: -23886, p <0,05, n=3;

DFO3: -23,00+6,52, p <0,05, n=3). On observe dansds des rats transplantés avec des ilots
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infectés avec 'adénoVEGF (groupe ADENO) une dirtionusignificative de leur masse mais cette
diminution n’est maintenue que jusqu’a 7 jours cainément aux autres conditions expérimentales
(3 jours: -16,00+3,46, p <0,05, n=3; jours: -20,00+5,57, p <0,05, n=3). Les masses corporelles
des rats contréles et des rats DFO1 évoluent dmfalgntique durant I'expérimentation. De plus,
malgré la non significativité des résultats, il ®éenait que I'’évolution de leur masse se maintienne
a un niveau inférieur & celui mesuré avant tramsateon (contréle: -12,70+17,03; DFO1: -
33,00+22,63; n=3). Au contrairan gain de masse significatif est observé pourdesDFO3 apres

2 mois de transplantation par rapport a leur mpsS@pératoire (28,50+34,45, p <0,01, n=4). Par
ailleurs, ce gain est significativement plus impattl mois apres transplantation par rapport aux
rats contrdles (1,50+14,37, n4 -24,37+6,37, n=3, p <0,05) et semble se confira& mois
(contréle: -12,70+17,03, n=3; DFO3: 28,50+34,454n=oncernant les rats ADENO, un retour a
la masse corporelle initiale est observé a paaiaﬁmejour post-transplantation et est maintenu
jusqu’a 1 mois 14 jours: -0,50+27,01;1 mois: -3,33+42,19; n=3). De plus, on observe une
augmentation de la masse des rats ADENO apres 2 [(®0j67+57,33; n=3). Enfin, il semblerait
que le gain de masse observé a partir di®jdur de transplantation soit supérieur a celuenbt
pour les rats contrélesl4 jours: contrble: -20,77+19,09; ADENO: -0,5+27,01; n=3;molis:

contrdle: -12,70+17,03; ADENO: 30,67+57,33; n=3).

3.2.3.2. Evaluation de la glycémie

La glycémie a jeun mesureée sur les rats Lewis maimétiques (groupe S+) est de 0,74+0,05 g
de glucose par litre de sang (g/L) (n=12) tandie gelle obtenue sur les rats Lewis diabétiques
(groupe S-) s’éleve a 4,49+0,19 g/L (n=6).

Quelque soit le traitement, un retour a la normoghyie a été observé a jeun chez les rats
transplantés avec 1000 flots pancréatig@gseyrs: controle: 0,77+0,41 g/L, p< 0,001, n=4, DFO1.:
0,94+0,33 g/L, p <0,001, n=4; DFO3: 0,75+0,18 giL.<0,001, n=4; ADENO: 1,30+0,50 g/L, p

<0,05, n=3, Fig. 3-36).
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Figure 3-36: Graphique présentant I'évolution de la glycémis s diabétiques a jeun (A) et en
postprandiale (B) au cours du temps apres transpian d’ilots non traités (courbe bleue), traités
avec de la DFO pendant 24 heures (courbe rosdgstravec de la DFO pendant 3 jours (courbe
verte) ou infectés (courbe orange). Les résultatg exprimés en moyenne + écartype (### p<
0,001; ##p <0,01; *, # p <0,05).

Cing jours apreés transplantation, une augmental#ola glycémie a jeun est observée chez les
rats contrbles, glycémie qui reste néanmoins iefiéed a celle mesurée avant transplantation
(2,25+0,83 g/L, p <0,001, n=4). De facon surpreeanbus avons observé une deuxieme chute de

la glycémie avec retour a la normoglycémie a 1@gomormoglycémie qui s’est maintenue pendant
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toute la durée de I'expériencé jours: 0,72+0,07 g/L, p <0,01, n=2 mois: 0,98+0,27 g/L, p
<0,001, n=4). Par conséquent, la glycémie dedD&B1 et DFO3 est significativement inférieure a
celle des rats contrbles 5 jours aprés transplant@FO1: 1,07+0,17 g/L; DFO3: 0,83+0,11 g/L,
p <0,05, n=4) et reste a un niveau comparable aisxS+ tout au long de I'étude uniqguement pour
les rats DFO34 mois: DFO3: 0,93+0,08 g/L, p <0,001, n=3). En effet lgcgmie des rats DFO1
augmente 2 mois apres transplantation et semblérisupe aux conditions contrbles (1,57+1,55
g/L, n=3 vs 0,98+0,27 g/L, n=4). Enfin, les rats ADENO maintient une normoglycémie
seulement durant 21 jours contrairement aux awoeslitions expérimentales (1,12+0,39 g/L, p
<0,001, n=3). Leur glycémie semble en effet s’aktoaprés un mois (1,58+1,25 g/L, n=3) pour
étre significativement augmentée 2 mois apres ptantation par rapport aux contrdles (2,00+0,79
g/L, n=3,vs 0,98+0,27, n=4, p <0,05) mais reste inférieureelbecmesurée avant transplantation
attestant d’'une fonctionnalité résiduelle de ldfgre

La glycémie post-prandiale mesurée sur les ratessde 1,12+0,10 g/L (n=12) tandis que
celle obtenue sur les rats Lewis diabétiques (g@H) est supérieure a 6 g/L (n=6).
Quelque soit le traitement notre modéle de tramsaleon de 1000 ilots pancréatiques ne permet
pas, d’'une part, d'induire une normoglycémie erntqpoandiale chez les rats apres transplantation et

d’autre part, de distinguer des différences edégsonditions expérimentales.

3.2.3.3. Evaluation de la sécrétion de peptide C

La sécrétion de peptide C sanguin a jeun mesunédéesuats S+ est de 1111,50+364,54
pmol/L (n=5) tandis que celle obtenue sur les &atest de 122,42+26,96 pmol/L (n=6).
Concernant les rats controles, DFO3 et ADENO, lax&idn de peptide C sanguin a jeun était
significativement supérieure a celle obtenue awamtsplantation tout au long de I'expérien8e (
jours: contréles: 263,67+33,29 pmol/L, p <0,001, n=3; [3F@10,29+246,33 pmol/L, p <0,01,
n=6; ADENO:192,50+33,59 pmol/L, p <0,05, n=3;mois: contrdles: 323,44+89,24 pmol/L, p
<0,01, n=4; DFO3: 506,06+250,13 pmol/L, p <0,01,4n-ADENO:397,27+31,82 pmol/L, p

<0,001, n=3; Fig. 3-37). En revanche, pour les B1, une augmentation significative de la
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sécrétion de peptide C n’est observée que 2 jguessdransplantation (195,17+62,56 pmol/L, p
<0,05, n=3). De plus, les rats DFO1 et ADENO prém®nune sécrétion de peptide C
significativement inférieure a celle observée plmsr rats contréles 3 jours aprés transplantation
(DFO1: 178,13+69,53 pmol/L, p <0,05, n=4; ADENO:2]®0+33,59 pmol/L, p <0,001, n=3
263,67+33,29 pmol/L, n=3), sécrétion qui semblderemférieure aux contréles jusqu’'a 21 jours
apres transplantation (DFO1: 195,17+62,56; ADEN®0,20+19,45 pmol/Lvs 353,00+162,73
pmol/L, n=3). Par contre, la transplantation dSldraités pendant 3 jours avec de la DFO
permettrait d'induire une sécrétion de peptide @ @nportante que celle obtenue lors d’'une greffe
d’flots contrbles § jours: 410,29+246,33 pmol/L, n=6s 263,67+33,29 pmol/L, n=32 mois:
506,06£250,13 pmol/L, n=4 vs 323,44+89,24 pmolA4n

La sécrétion de peptide C sanguin en post-prandiedeurée sur les rats S+ s'élevait a
1759,20+£554,07 pmol/L (n=6) tandis que celle obéesur les rats S- était de 96,40+24,62 pmol/L
(n=6).
Quelgue soit la condition expérimentale, la séorétde peptide C en post-prandiale est
significativement plus importante que celle obteravant transplantation3(jours: contréles:
428,75x33,64 pmol/L, p <0,001, n=3; DFO1: 204,67676 pmol/L, p <0,05, n=3; DFOS3:
797,42+646,34 pmol/L, p <0,05, n=4; ADENO:238,13:8% pmol/L, p <0,001, n=32 mois:
contréles: 573,83+193,84pmol/L, p <0,001, n=3; DFE@3}7,33+311,06 pmol/L, p <0,05, n=3;
DFO3: 485,63+350,35 pmol/L, p <0,05, n=4; ADENO8%0+8,84 pmol/L, p <0,001, n=3). Par
ailleurs, cette étude a montré une sécrétion deideefC en post-prandiale significativement
inférieure pour les rats DFO1 et ADENO jusqu’a ddr§ apres transplantation par rapport aux flots
contréles 8 jours: DFO1: 204,67+76,67 pmol/L, p <0,01, n=3; ADENO8233+20,33 pmol/L, p<
0,01, n=3vs 428,75+£33,64 pmol/L, n=3t4 jours: DFO1: 173,53+109,37 pmol/L, p <0,05, n=3;

ADENO: 236,25+£56,57 pmol/L, p <0,05, n¥8477,50£44,50 pmol/L, n=3).
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Figure 3-37: Graphique présentant I'évolution de la sécrétiorpdptide C de rats diabétiques a
jeun (A) et en postprandiale (B) au cours du teaypes transplantation d’ilots non traités (courbe
bleue), traités avec de la DFO pendant 24 heumslfe rose), traités avec de la DFO pendant 3
jours (courbe verte) ou infectés (courbe orange$. lesultats sont exprimés en moyenne * écartype
(***, ### p <0,001; ## p <0,01; *, # p <0,05).

En revanche, dans le cas de la transplantatiootsl’firé-incubés en présence de DFO pendant 3

jours, la sécrétion de peptide C en post-prandialable étre plus importante que celle mesurée

173



avec les filots contrbéles jusqu’a 1 mois aprés plansation { mois: 598,15+521,17, n=4 vs
412,42+211,09, n=3). Enfin, 2 mois apres transplaon, la sécrétion de peptide C en post-
prandiale est comparable pour les ilots contr@&€)3 et ADENO tandis que celle des ilots DFO1

semble rester inférieure a celle des flots corgrble

3.2.3.4. Discussion

Le but de cette étude était de companerivo les effets de la transplantation d’ilots ayant été
pré-incubés en présence de DFO (1 ou 3 jours) featés avec un adénovirus encodant le géne du
VEGF sur le controle métabolique de rats diabésque
L’évaluation du gain de masse apres transplantatimontre, quelgue soit la condition
expérimentale, une diminution du poids des ratsivaot aller jusqu’a 20% dans les 14 premiers
jours qui suivent cette transplantation. Bien gqagérte de masse soit couramment documentée
chez ’'hnomme, nous n'avons pas trouvé de référbimmgraphique faisant état de cette perte chez
le rat. Ces résultats, bien que surprenants, pe@menexpliqués d’'une part par le choc opératoire.
Les rats se nourrissent en effet moins dans lesigre jours qui suivent la transplantation. La
laparotomie qui précede la transplantation est aloelise pour le rat comme [atteste le
comportement des animaux dans leur cage (poil @®uanimal recroquevillé et endormi, ...).
Afin de vérifier ces données, une nouvelle étuda séalisée avec un groupe de rat appelé groupe
Sham, c'est-a-dire des rats ayant subi la mémevamteon mais avec une injection intra portale
d’'une solution sans ilots pancréatiques. D’autm, gatte perte de poids pourrait s’expliquer par
une polyurie induite par I'hyperglycémie. Concernias rats DFOL1, I'évolution du poids corporel
est comparable a celle des rats contr6les durarpdrimentation ce qui démontre qu’'une pré-
incubation des ilots pendant 1 jour avec de la DieCpermet pas d’améliorer I'efficacité de la
greffe par rapport & une transplantation classiguerevanche une pré-incubation de 3 jours avec
de la DFO induit une augmentation du poids corppeegl rapport aux rats contrdles au cours du
temps. Ainsi, en association avec les résultaterist lors de I'étude immunohistochimique de

l'insuline, ce gain de poids pourrait s’expliquerr pe maintien de l'insulino-sécrétion au cours du
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temps par rapport aux ilots contréles qui va faarila lipogenese (33). L'étude du contrble
glycémique a montré l'efficacité de la transplaiotatde 1000 ilots avec un rétablissement de la
normoglycémie a jeun au cours de I'expérience gucemparable entre les rats controles et les rats
DFO. Néanmoins, le maintien de la normoglycémieunj observé 5 jours apres transplantation
pour les rats DFO1 et DFO3 par rapport aux ratgrétms, suggérerait que la DFO améliorerait
implantation des T1lots dans les tous premiersrgoaprés la greffe. Cette amélioration pourrait
s’expliqguer d'une part, par la surexpression du ¥E@duite lors de lincubation des filots en
présence de DFO pendant 3 jours qui stimule lasm\arisation des flots, comme démontré dans
I'étude immunohistochimique, dans la littératur@qRet par son pouvoir anti-apoptotique (228).
D’autre part, I'effet anti-oxydant de la DFO (23ppurrait également expliquer cette amélioration
notamment pour les ilots incubés 24 heures enmpréste DFO car I'étud@ vitro n’a pas montré

de surexpression du VEGF dans ces mémes conditions.

L'étude du contrble glycémique des rats diabétigapges transplantation n'a pas apporté les
résultats attendus. Bien que le modéle de tranian de 1000 ilots pancréatiques chez le rat
diabétique permette de restaurer une normoglycarjean, il n'est pas suffisant pour restaurer une
normoglycémie post-prandiale et ne permet pas deeren évidence de différences significatives
entre les différents groupes. En revanche, ce matitransplantation a permis de mettre en avant
des différences entre les traitements pour la 8éorde peptide C a jeun et en post-prandiale. Tout
d’abord, nous avons mesuré du peptide C chez tegdia@bétiques attestant que le rat STZ présente
une insulinémie résiduelle. Malgré le nombre insafit de rat pour déterminer des différences
statistiques pour tous les temps de I'étude, nearsade plus constaté que la sécrétion de peptide C
a jeun et en post-prandiale des rats DFO1 n‘augateqtiasiment pas aprés transplantation et
restait a un niveau trés proche de celle des rak@tiques, contrairement aux rats contréles et aux
rats DFO3. Par ailleurs, les rats DFO3 sécréterpieis de peptide C par rapport aux rats contrdles
ce qui conforterait I'effet bénéfique d’'une prédbation des flots pendant 3 jours en présence de

DFO par rapport a une transplantation standarde@mt, ces données doivent étre confirmées en

175



augmentant le nombre d’animaux car les différemeesont pas significatives a ce stade de I'étude.
Néanmoins, cette étude a montré un effet bénéfigda DFO pour une incubation des flots durant
3 jours sur la viabilité du greffon au cours du psnpar rapport & une transplantation classique.
Cette amélioration pourrait s’expliquer, d’une padr la surexpression du VEGF induite lors de la
mise en culture des ilots en présence de DFO peldaurs, a I'origine d’'une stimulation de la
revascularisation des ilots et a son maintien camscde la transplantation et d’autre part pafdtef
anti-oxydant de la DFO.

Concernant I'étude métabolique menée sur les r&EMO, l'infection adénovirale du géne du
VEGF permet d’augmenter la masse corporelle desdiabétiques au cours de la transplantation
par rapport aux rats controles. Ces données atiesiealors de I'effet bénéfique de ce traitement
par rapport & une transplantation classique, messrésultats devront étre vérifiés car le nombre
d’animaux étudiés est insuffisant pour observer défrences statistiques entre ces deux
conditions expérimentales. Pour répondre a cettrogation, 'augmentation de la glycémie a
jeun au cours du temps et la sécrétion de peptidgedn et en post-prandiale plus faible pour les
rats ADENO par rapport aux rats controles, sergiutdt en faveur d’'une toxicité de l'infection
adénovirale. Ces résultats sont d’ailleurs plus@équation avec les données obtennestro et
celles de I'étude immunohistochimique qui montrdsien que I'adénovirus permet une
surexpression du VEGF, stimule et maintient uneaseularisation des filots au cours de la
transplantation. Cependant, la toxicité de ceffieciion est telle qu’elle ne permet pas de mettre e
évidence un effet bénéfique de ce traitement.

En conclusion, cette étude confirme qu’une prétation des flots pancréatiques pendant 3 jours
en présence de DFO améliore le contréle métabotigserats diabétiques apres transplantation par
rapport a une greffe standard. En revanche l'ap@apénique de surexpression du VEGF par
infection adénovirale est délétére a la survie deffgn au cours du temps. Ainsi, I'approche
pharmacologique de surexpression du VEGF par la B&@ble étre une approche prometteuse

pour améliorer la viabilité des ilots au coursaé&ansplantation.
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4. Conclusion générale et perspectives

La comparaison de lI'approche pharmacologique atetment a la DFO et de la thérapie
génique par infection adénovirale est resuméedigui.

L’étudein vitro réalisée sur la lignée de celluf&INmM5F a montré que :

-la DFO entraine une inhibition de la proliférati@ellulaire et est toxique pour des
concentrations supérieures a 10 umol/L. En consepgite concentration, nous avons pu observer
gue la DFO stimule I'expression de TARNm de l'iins&: des cellule$ apres 3 jours de traitement
et permet de diminuer I'expression des messagersypoptotique. Ces effets sont accompagnés
d’'une surexpression du VEGF par la voie du HIF ddathypoxie aprés 3 jours de traitement

-I'infection adénovirale entraine, d’une part, whminution de I'expression de 'ARNm de
linsuline et d’autre part une augmentation des sagers pro-apoptotiques dans la cellule. Ces
effets s’accompagnent cependant d'une stimulatetadsécrétion de VEGF par transfert du gene
du VEGF.

Par la suite, I'étudén vitro réalisée sur les flots pancréatiques a permisodérmer les données
obtenues sur les lignées de cellflest d’apporter des résultats complémentaires erpacant ces
deux approches. Il a ainsi été confirmé que :

-la DFO n’est pas toxique sur les ilots pancréasgpour une incubation de 3 jours a 10
pmol/L. On observe ainsi une stimulation de la fmmmalité des filots aprés 24 heures de
traitement, et une diminution des marqueurs prgtgimues avec préservation de lintégrité
structurelle de I'llot. Ce traitement permet pdlears une surexpression du VEGF par la voie du
HIF donc de I'hypoxie.

-I'infection adénovirale, bien qu’elle permette usirexpression plus prolongée du VEGF
entraine une diminution de la fonctionnalité destsilavec une augmentation également des

marqueurs pro-apoptotiques et apparition d’'unefoéicrose centrale dans I'ilot infecté.
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Figure 4-1: Schéma comparatif des effets de l'infection adémdwiet de la DFO.

Ces résultats indiquent que l'infection adénoviratamble délétére pour la survie et la
fonctionnalité des 1lots pancréatiques contrairdrada DFO.

Bien que notre étudan vitro semble démontrer I'effet bénéfique de la DFO,eimble
nécessaire de comprendre certains des résultatsnusbt Ainsi, I'effet insulino-sécréteur de la
molécule semble étre attribué a ses propriétésoagtantes par chélation du fer. Différentes
techniques sont envisageables pour identifier e dé protecteur contre le stress oxydant comme
le dosage de la 8-hydroxy-2 '-deoxyguanosine (8-GHdqui est un des bio-marqueurs les plus
sensibles et est formé quand I'ADN est endommagéepaspeces réactives de I'oxygene (ROS).
De plus, pour vérifier I'effet anti-apoptotiqgue tbeDFO et I'action pro-apoptotique de I'infection
adénovirale, des mesures plus précises devroninées en place comme l'analyse du clivage de la
caspase 3 qui est l'indicateur de I'entrée desllesllen apoptose. Enfin, la recherche de molécules
ayant les mémes propriétés que la DFO devra étiisaggée. Le mersalyl semble déja répondre a
ces criteres (258). Concernant I'infection adéradeir|'utilisation de virus de troisieme génération

moins toxique devra étre envisagée. Des résult@segemment obtenus au laboratoire avec ce

178



type de virus dans le cadre d'une collaborationcale laboratoire Transgéne, étaient assez
encourageant mais I'étude n’a pu étre continuéee fde matériel.

L’étude immunohistochimique de la revascularisaties ilots au cours de la transplantation a
montré :

- que la revascularisation des filots semble skseéaen deux phases: un premier signal
précoce provient du receveur qui secrete du VEQK pomuler la croissance des vaisseaux de
I'Mlot pancréatique et un deuxiéme signal plusifaydi provient, cette fois-ci, de I'llot pancrégtie
qui sécrete a son tour du VEGF pour stimuler enteair la vascularisation. Ces données indiquent
gue la revascularisation des ilots implique le @éamret le receveur.

- un effet bénéfique de la DFO sur I'insulino-séiom® pour une pré-incubation des ilots de 3
jours accompagnée d’'une stimulation de la revasesat#on des ilots. En revanche, un traitement
des Tlots avec de la DFO durant 24 heures n'appoitane amélioration.

-I'infection adénovirale n'améliore pas la vialdlitdes flots pancréatiques aprés
transplantation malgré une stimulation de leur seutarisation qui est le résultat de la
surexpression du VEGF dans les ilots.

La stimulation de la vascularisation, d’apres ceanges, doit étre précoce car IMlot doit
envoyer au receveur rapidement un signal permettanbnnexion au systeme. Or, dans la situation
contrble, ce signal est tardif et la surexpresslonVEGF doit se focaliser sur la premiére phase
précoce. C'est ce que semble permettre a la fdiaiement a la DFO et I'infection adénovirale
avec une surexpression prolongée pour cette derniér

Une guantification plus précise par analyse d'imdge&es mécanismes de revascularisation
semble nécessaire pour compléter notre comprélerB@plus, d’autres marquages pourront étre
envisagés afin d’évaluer si d’autres facteurs nevget pas étre impliqués dans I'angiogenése (b-
FGF, HGF...)

Enfin, I'étude métabolique de l'effet de la DFO @¢ l'infection adénovirale sur les flots

pancréatiques au cours de la transplantation ¢oef’'une part, I'effet bénéfique de la DFO pour
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une incubation de 3 jours et d’autre part I'effétédere de l'infection adénovirale sur le contréle
métaboligue des rats diabétiques transplantés. midias, le nombre insuffisant de rats par
condition expérimentale ne permet pas d'observer simificativité a tous les temps de
'expérimentation. Ainsi, nous devons augmenterntambre d’'animaux pour confirmer ces
données. Par ailleurs, cette étude indique une plertpoids immédiatement aprés transplantation
guelque soit la condition expérimentale. Afin deifigr si cette perte est due a l'acte chirurgical,
nous allons réaliser un groupe d’animaux contrige®® Sham qui aura regu une injection intra-
portale d’'une solution ne contenant pas d'llotscp@atiques.

Finalement, ces différentes études montrent qumpitache pharmacologique de surexpression du
VEGF par la DFO semble étre un outil plus prometpaur améliorer la viabilité des flots au cours

de la transplantation par rapport a une infectibénavirale qui est toxique.
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Adenoviral infection or deferoxamine? Two approachs to overexpress VEGF ir3-cell lines

Langlois A, Bietiger W, Vodouhe C, Mandes K, Maillard E, RedJ, Belcourt A, Kessler L, Sigrist
S.Laboratoire de recherche, CeeD Strasbourg, France

Abstract

Introduction: A major obstacle to the success of islet trangatam is the inadequate vascularisation
of pancreatic islet which may result in the dedtisket tissue after transplantation. VEGF couldypa
critical role regarding islet revascularisation.eTaim of this work was to compare two strategies to
overexpress VEGF in pancreatic islets: gene therdipywugh adenoviral infection and a
pharmacological approach using deferoxamine (DM@jerials and methods: -cell lines from rat
insulinoma (RINm5F) were infected using an adensviencoding the gene of human VEGF 165 or
incubated with DFO (10, 100 and 1000 pmol/L). Thabiity of RINmM5F was measured and the
expression of insulin, VEGF, Bax, Bcl-2 and HIFHypoxia Inducible Factor-1) mRNAs quantified
using RT-PCR. HIF-1 protein expression was perfatnusing Western blotting. Finally, VEGF
secretion was determined by Elisa test after 1 Zddys treatmenResults: Addition of 10 pmol/L
DFO preserved RINm5F cell viability but decreasexht 103.955.66% at day 1 to 66.936.55% at
day 3 (n=4). In comparison, measurement of RINm@bility of infected cells showed a preservation
of cell proliferation during the experiment whateWlee concentration used. In both durations, VEGF
proved efficiently overexpressed in a comparablelleAnalysis of the ratio Bax/Bcl-2 indicated that
B-cells treated with 10 pmol/L DFO were survivingdainfectedp-cells were undergoing apoptosis.
Conclusion: The pharmacological approach of VEGF overexpressgng DFO seemed more tool to
improve islets vascularization after transplantatiban adenoviral infection with human VEGF 165

gene.
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Introduction

One of the therapeutic alternatives of the treatroétype 1 diabetes is the intra liver transpléintaof
pancreatic islets aiming to reproduce the physiolgsecretion of insulin (1). Following the
Edmonton protocol, islets transplantation can ssgfcdly induce a long term restoration of the inmsul
production, the normalization of the haemoglobinCAdnd the lowering of hypoglycaemia excursions
(2, 3). Nowadays, pancreatic islets grafting resuft 80 % insulino-independence one year after
transplantation. However, this rate falls to 10 féreb years despite a C peptide positive in a nitgjo
of patients (1).

Beside immune rejection, a major obstacle to tleeess of islet transplantation is the destructibn o
vascularization of pancreatic islets during isalatiinducing hypoxia, dysfunction and death of the
graft (4, 5). Indeed, islets are like an organ wettiensive intraislet vessels, formed of fenestrate
capillary endothelial cell lining, essential to plypoxygen and nutrients to the cells in their inoere
and to ensure rapid dispersal of pancreatic horswomblood stream (6, 7). Moreover, indicating & lo
yield in the transplantion of isles, presumably dmémpaired revascularization, were reported andca
be explained by the insufficient angiogenesis taee optimal oxygenation of the transplanted sslet
(8, 9, 10). Therefore, a rapid and adequate relaszation of graft islets to occur within 7-14 daig
crucial for islet survival and functioning (7, 1112).

The molecular mechanisms underlying islet revas@asion are unknown. However, islet
revascularization seems controlled by several faqtb4, 15) such as the Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) a powerful angiogenic growth facttimsilating new vessels formation (16, 17).
Indeed, it plays a role in the maintenance of tapyilsystem (18), by increasing vascular permegbili
(19) and initiates the revascularization of iskfi®r transplantation (20). This expression of VEGF
pancreatic islets (21) decreases significantlyhia first few days after transplantation (22). Genet
data indicate that VEGF is a major regulator ofktisVascularization and revascularization of

transplanted islets (23). Previous studies havewshthat a local addition of VEGF during
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transplantation of encapsulated rat islets incitdbe vascularization of the tissue surrounding the
device (22) and induced a long term normoglycerfiex &ransplantation in a model of diabetic mouse
(24). Moreover, grafted islet proved stimulated wiam elevated VEGF was produced by transfected
vascular endothelial cells in the site of islehgjalantation (25). The exploration of news straegif

VEGF overexpression in pancreatic islets could eobaslets neovascularization in early stage of

transplantation and could improve the successefthft.

Our purpose was to develop strategies to overexpr&GF inp-cell lines through gene therapy or
using a pharmacological approach with deferoxan{fiDEO). The adenoviral infection allows an
efficient overexpression of vectorized sequenced 7, 28) in non proliferating cells, such as
pancreatic islets (26, 29, 30). In addition, adémnswectors can be produced in high titers withiak

of insertional mutagenesis as their genomes arantegrated into chromosomes (29, 30). Previous
studies have shown the improvement in islet fumcéiod vascularization followingx vivotransfection

of human vascular endothelial growth factor genB).(Blowever, numerous risks are linked to gene
therapy including the short-life nature of generdipy, immune response, problems with viral vectors,
chance of inducing a tumor (insertional mutagengsisThus, the pharmacological approach seems
more conceivable to overexpress VEGF. For this geep DFO (GsH1gNsOs.CH,O3S), a bacterial
siderophore (32) constitutes a potentially intengstnethod. Indeed, DFO is an aluminium and iron
(l1) chelator which has been used in the treatntérdcute iron poisoning, chronic iron or aluminum
overload and diseases like thalasemias (33). DR@ves both free and bound iron from hemosiderin
and ferritin but not from hemoglobin, transferrinaytochromes. Moreover, DFO was used to protect
myocytes against peroxide-induced damages (3#)uktte VEGF expression in cells (35) and protect

them against oxydative stress (36, 37) and macmplaativation (37, 38).

The aim of this work was to evaluate the effecthafse two approaches on proliferation, functiopalit

and VEGF expression in a model¢ell lines.



Materials and methods

Cell lines and culture

RINmM5F cells (Rat insulinomp-cell line, LGC PromoChem, Molsheim, France) werewn to 80%
confluence at 37°C in humidified air with 5% €@ in 96-wells culture plate (Becton Dickinson,
Meylan, France) for viability and VEGF secretiondies, ii) in 24-wells treated culture plate (Becto
Dickinson) for apoptosis study, iii) in 60x15mm wwuk dishes (Becton Dickinson) for mRNA
extraction or iv) in 100x15mm culture dishes (BecDickinson) for protein extraction. RINm5F were
cultured in a medium composed of RPMI 1640 (Sighilsle d’Abeau, France) supplemented with
10% heat-inactivated foetal calf serum (FCS, CamlB® Science, Verviers, Belgium), 1% of a
mixture of penicillin (10 000 Ul/mL), streptomyci{10 mg/mL) and an Amphotericine B (25 pg/mL)

(ABAM, Sigma)).

Adenoviral infection

Two different adenovirus (Ad VEGF and AdGalactosidase, Cell Biolabs, San Diego, USA) were
used to infecB-cell lines RINm5F. These adenoviral vectors pbalactosidase (AtGal) and Ad
VEGF are built from human serotype 5 adenovirattdel in E1 gene and E3 gene. Ad VEGF contains
an expression including the human VEGF 165 genesé@Riruses were thus non-replicative.

At 80% confluence, RINm5F cells were incubated 3ohours at 37°C in 50 ml of medium with
AdpGal or Ad VEGF with 3x1®VP/mL (100 Multiplicity Of Infection = MOI) or 6x@° VP/mL (200
MOI). The percentage of infected cells was deteethinsing #-Galactosidase Reporter Gene Staining

Kit (Sigma) 1 and 3 days after infection.



Deferoxamine
Deferoxamine mesylate (Sigma) was solubilised frapure water at 100 mmol/L. Cells were grown to
80% confluence in treated culture plate and incdbaluring 1 and 3 days in the presence of 10, 100

and 1000 pmol/L of DFO diluted in culture medium.

Viability test

One and 3 days after treatment, RINm5F cells gn@ifon was evaluated using the CellTiter 96
Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (Pegan, Charbonnieres, France). RINm5F cells were
incubated in 100 puL regular medium supplemented 2@ pL of assay reagent for 90 min at 37°C in
humidified air with 5% CQ@ Generation of colored formazan product, bioreduftem tetrazolim
coupound by metabolically active cells, was asskedsethe measurement of absorbance at 490 nm.
RINmM5F cells viability was expressed as the ratithe OD of the supernatant of treated cells olier t

OD of the supernatant of native cells.

Evaluation of mRNA expression by RT-PCR
After 1 and 3 days treatment, total cellular RNAswextracted from RINmM5F cells using Trizol
Reagent (Sigma). The quantity and quality of RNArevepectrophotometrically determined by the
ratio 260/280 nm.
Extracted RNA was converted to cDNA using M-MLV eese transcriptase and random hexamers
(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Germany). Approxiwveat, 1ug of cDNA was amplified by PCR
using Taq DNA Polymerase (Fermentas) in a Bio-Renbal cycler (Bio-Rad, Marne-la-Coquette,
France). The primers used were as follows:
for Ratp-Actin: forward, 5-AACACTGGCATTGTCATGGA

reverse, 5'-TACATGGCGGTACCAACAGA.

for Rat Insulin : forward 5-TCTGCTCCTGAATTCTATC;



reverse 5’-TCCAGTTGTGCCACTTGTC (39);
for Rat VEGF: forward 5'-CCCACTGAGGATCCAACAT,
reverse5’-CATACCTCCCCTGTGCAACT,
for Rat HIF-1o: forward 5-TCAAGTCAGCAACGTGGAAG,
reverse 5'-TATCGAGGCTGTGTCGACTG.
Amplified products were loaded onto 1.5% agarods geeviously stained with 0.pg/ml ethidium
bromide, electrophoresed at 100 V for 30 minutestAen examined under a UV gel imaging system
(Gel Doc 2000, BIO-RAD). Images were analyzed witle ImageJ and the semi-quantitative
measurement of MRNA expression was given as the shintegrated OD with Insulin or VEGF or

HIF-1a towardp-actin.

VEGF protein secretion

After 1 and 3 days, culture medium was collected atored at -20°C. VEGF measurements were
performed using Rat VEGF Elisa Kit (Tebu-bio, Leri@g en Yvelines, France) and human VEGF
Elisa Kit (Bender MedSystems, Austria) respectivigy the pharmacological approach, and for the
infection. The results were expressed in pg/u@iail protein.

Total protein extraction was performed at 4°C usingL of extraction buffer for fcells, containing

20 mmol/L Tris pH=8 (Euromedex), 137 mmol/L NaCligi®a), 1% IgPAL (Sigma), 31 mmol/L
Phenylmethanesulfonyl fluoride (Sigma) and 10% eigt (Sigma). Thirty minutes before use the
buffer was supplemented with one tablet of proteabébitor cocktail (Roche Dignostics GmbH,

Mannheim, Germany) per 10 ml. Total protein coneidn was quantified using Bradford assay (40)

Western blotting
Total cell lysates was obtained from cells solgeiti in gel sample buffer (20 mmol/L dithiothreitol,

6% SDS, 0,25 mol/L Tris, pH 6.8, 10% glycerol andrbophenyl blue) sonicated with 3-4 burst of 5-
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10 seconds each. Aliquots of nuclear extracts wesged in boiling water bath for 5 minutes. Equal
amounts of protein (2hg/lane) were separated using 4-12% SDS-PAGE (Bjaaad transferred to
nitrocellulose membranes (Biorad), blocked with 8&twfat dry milk in PBS 0.1% Tween-20 buffer
(PBS-T) and incubated overnight at 4° C with withi-aat HIF-1lo monoclonal antibody (1/1000, R&D
Systems, Minneapolis, USA) or with anti-moys&ctin monoclonal antibody (1/5000, Santa Cruz
Biotechnology Inc, CA, USA) diluted in blocking baf. The membranes were washed three times for
five minutes in PBS-T buffer, incubated with phoafase alcaline-conjugated anti-mouse antibodies
(1:2000, Invitrogen, Cergy Pontoise, France) foe tiour at room temperature and developed with
chemiluminescence reagent (Western Breeze, In@trpdlembranes were exposed to Kodak BioMax
light film (Sigma). Images were scanned at 16-Bidkpi resolution saved as tiff files and calibrated

an optical density scale. The integrated opticakdg of bands was quantified using the ImageB4.1.

software and normalize agaifisActin.

Hoechst staining

The detection of DNA fragmentation was performethgi$ioechst 33258 (Sigma) staining after 1 and
3 days after treatment. Cells were recovered #fgisin treatment (Sigma) and fixed using cytospin
technique. Then, the slides were incubated 5 ménuat¢he presence of Hoechst (1/1000) and observed

in fluorescent microscopy.

Statistical analysis

All data were expressed as mean + SD. Statistitalyais was performed using, t-test, or correlation
analysis where appropriate (Sigmastat, Systat SoéwPoint Richmond, USA). In all statistical tests
p<0.05 was considered significant. The influencehaf duration of the experiment and that of the

treatment were represented respectively with (d)(&n



Results

Adenoviral infection efficiency

RINmS5F cells infection with adenoviral vectors pedvefficient forB-galactosidase gene transfer (Fig

1). The quantification of adenoviral infection ugifi-galactosidase showed that 10% of cells were
infected with 100 MOI (Fig. 1A) and 20% with 200 M@ig. 1B) after 1 day treatment. However, the
efficiency of infection increased after 3 days tme@nt: 40% of cells were infected with 100 MOI (Fig

1C) and 60% with 200MOI (Fig. 1D).

Evaluation of cell viability and insulin expression

The study of RINm5F viability (Fig. 2A) has shownpaeservation after 1 day incubation in the
presence of 10 pumol/L of DFO (103#566%; n=4). However, higher concentrations in DR@uced

a significant decreased ip-cell viability by approximately 35% with both 100mel/L and 1000
umol/L (p<0.001, n=4). A significant decrease by 78846 in viability was observed after 3 days
treatment with 10, 100 and 1000 pumol/L. Thus, ahly concentration of 1fmol/L of DFO was
selected for the ensuing experiments. The viabditynfected RINm5F proved preserved during the
experiment whatever the MOI used (n=4, Fig. 2A).

The study of the effect of VEGF on RINM5F reveagedignificant stimulation of cell proliferation
between 300 pg/mL (115.59+4.72%) and 1000 pg/mi6.@3+7.17%) of VEGF (Fig. 2B) after 1 day
treatment (p<0.001; n=3). Similar results were ol after 3 days treatment.

Finally, the preservation of the expression of limmRNA (Fig. 2C) was observed after 1 day
treatment using DFO (0.87+0.09) and 100 MOI of ad&al infection (0.55+0.16) in comparison to
control (0.75+0.15) (n=3). In addition, after 3 dayeatment, the insulin mMRNA expression remained

preserved with 100 MOI of adenovirus (0.88+0.351v81+0.14; n=3) whereas adenoviral infection



with 200 MOI induced a significant decreased of ithg&ulin MRNA expression during the treatment
(0.25+0.34 vs 0.75+0.15; n=3; p<0.01 at day 1; £2d3 vs 1.01+0.14; n=3, p<0,001 at day 3).
However, a significant overexpression of insulin i/Rwas observed with 10 pmol/L of DFO after 3

days treatment (2.00£0.68 vs 1.01+0.14; p<0.01)n=3

Apoptosis:

Using Hoechst staining to analyse apoptosis, no ON#ymentation after treatment with DFO or
adenoviral infection was observed (Fig. 3).

Indeed, mMRNA expressions of pro-apoptotic (Bax) anttapoptotic (Bcl-2) factors were similar after
1 day treatment (Fig. 4A). However, the expresssbnBax mRNA increased significantly from
0.340.13 to 1.01+0.73 after 3 days treatment introbnfrom 0.33+0.09 to 2.10+0.64 and from
0.3040.15 to 1.42+0.40 with respectively 100 MOt &00 MOI under infection conditions (p<0.05;
n=3) and was significantly lowered from 0.18+0.050t07+0.14 (p<0,01; n=3) with DFO treatment.
The mMRNA expression of Bcl-2 remained unchangethfiioto 3 days of treatment in controls (from
0.46£0.23 to 0.41+0.17), DFO (from 0.35+0.18 to 9@@.12) and infection (from 0.44+0.1 to
0.46%0.16) using 100 MOI of adenovirus (Fig. 4Bpvirever, infection with 200 MOI of adenovirus

induced a significant overexpression of Bcl-2 mRi#m 0.48+0.28 to 1.04+0.16 (p<0.001; n=3).

Measurement of VEGF secretion

Study of VEGF expression (Fig. 5A) showed a sigaifit stimulation of secretion with DFO and
infection (200 MOI) as compared to control aftedaly treatment (2.45+0.15) with DFO (p<0.01; n=4),
2.89+0.39 with 200 MOI; ( p<0.05; n=3) vs 2,12+0,0@/lL g total protein in controls). Similar results
were obtained after 3 days treatment. Moreovexipus studies performed in our laboratory (Sigeist

al., unpublished data) showed that adenoviral infectimintained VEGF overexpression during 14
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days with a maximum at day 7 while VEGF overexpgmssvas only maintained during 3 days with
DFO.

However, it should be pointed out that, if the wasg treatments and the control exhibited no diffeee
within the same duration, a significant differerweas observed between and 3 days treatments. (Fig.
5B).

To understand the signalling pathway of VEGF ovpregsion using DFO, the expression of the HIF-
la, a transcriptional factor involved in VEGF expliesswas measured.

RT-PCR analysis showed a significant increase df-Hl mRNA expression from 1.07+0.37 to
2.64+1.00 after 1 to 3 days of culture for con(t0.001, n=6, Fig. 6A). However, using DFO, HIF-
1o mMRNA expression was comparable to control aftéayl treatment and was significantly reduced at
day 3 (0.95+0.20; p<0.001; n=6). Finally, westelotting analysis revealed an overexpression of HIF-
lo protein in the presence of DFO after 1 and 3 degatments (0.65+0.08 vs 0.19+£0.06 at 1 day;

1.12+0.38 vs 0.24+0.18 at 3 days; p<0.001; n=3).

Discussion

The importance of a rapid and adequate revascatanr of transplanted islets to improve the success
of the graft was demonstrated (10, 11, 12).andchg veported that VEGF seems to play a crucialimle
islets revascularization (14, 15, 22, 24). Sevstaties have then focused on the development of
strategies to overexpress VEGF using viral infec(®5, 29). However, gene therapy exposes to risks
and suffers from limitations. Viruses and otherragaised to deliver the "good" genes can affecemor
than the target cells. Genes can also be "overss@dg' meaning they can drive the production of so
much of a protein that they can be harmful. Contation by the vector virus of other people or the

environment constitutes a major and permanent risk.
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Furthermore, the efficiency of an vitro method of transfection proved insufficient to ctféhe entire
islet only peripheral cells (27), thus represen@nmain limitation of the technique. Therefore,ngsi
DFO, we developed a pharmacological approach of WEfwerexpression irg-cell lines more
conceivable for human use. In this work, gene {hend the pharmacological approach displayed a
comparable efficiency VEGF overexpression during finst few days after treatment. In addition,
DFO (10 pumol/L) proved capable to improve RINmBfeells viability and functionality during
transplantation by the transitional overexpressibWEGF and the chelation of free iron, suggesting
that the pharmacological approach could be a mamiging approach for the stimulation of VEGF
expression in pancreatic islets to improve revasaation after transplantation.

The study has shown that DFO inhibitgaell proliferation. This result was in accordanegh the
observation Chenouét al. who demonstrated that iron chelation by DFO praadthe progression of
porcine hepatocytes in the Gl phase of the cellecguggesting that iron was required fbcell
proliferation (41). Surprisingly, overexpressioningulin mRNA was also observed under 10 pmol/L
DFO. In fact, the origin of insulinoresistance abbk related to iron as this metal could play iatu
role in the inhibition of insulin expression fincell (42, 43). Our results might find some expt&rain

the data reported by Olejniclet al, (36, 37) who have demonstrated that DFO pratepteells
against oxidative stress and improved insulin mR&pression through iron chelation. However,
higher concentrations of DFO proved deleteriouscilr viability and functionality justifying the es

of 10 umol/L DFO. At this concentration, an inhibit of cell apoptosis was observed with a decrease
of Bax expression, a regulating protein involvedtlre activation of apoptosis (32). Similarly, the
expression of Bcl-2, another apoptosis regulatimgtgin, was preserved during the experiment.
Therefore, the comparison of Bax and Bcl-2 expogssidicated thaf-cells treated with 10 pmol/L of
DFO were in a survival phase whereas corfiroklls underwent a way of death. Finally, the stofly
VEGF secretion showed a beneficial effect of DFQ damonstrated the capacitytells to express

this factor. In fact, this transient overexpresswith DFO (after 3 days treatment) was due to an
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increase in hypoxia characterized by an overexjmess HIF-1a protein as previously described (35)
because HIF-1 is a transcriptional factor compasfeal subunito. with an expression hardly regulated
and of a subunit constitutively expressed. In conclusion, despg#eaxicity at concentration above 10
pumol/L, DFO improved cells viability and functioitglinducing a transient overexpression of VEGF.
Regarding gene therapy, the preservation of celifpration through adenoviral infection with human
VEGF165 could be explained by this potent and sigewiitogenic growth factor (44). In agreement
with previous data (44), this study confirmed th&EGF induced a significant increase in cell
proliferation after 3 days infection with 100 MOf adenovirus (44). However, adenoviral infection
proved toxic for concentration higher than 100 M@lich induced a loss df-cells function despite
the preservation of cell viability. After adenovimafection with 200 MOI, this result was confirméeg

the overexpression of Bcl2 mRNA, probably due toGF=overexpression. Consequently, the use of
adenoviral infection to overexpress VEGF seemedbéo deleterious for3- cells viability and
functionality. As described elsewhere (25, 29), #ukenoviral infection allowed an efficient VEGF
overexpression comparable to 100 or 200 MOI of adiens. Moreover, in a previous study (Sigest
al., unpublished data), this overexpression was shaMpetmaintained in rat during 14 days with a
peak of expression at day 7. Finally, the concéintraof 100 MOI of adenovirus proved appropriate as
compared to 200 MOI because it allowed an overesgwa of VEGF without alteration di-cell
functionality.

In the first few days after treatments, VEGF overession was comparable with DFO and through
gene therapy. The more transient overexpressidn DHO might induce a lesser availability of VEGF
after 3 days, the critical period of islets revdadsationin vivo. However, DFO was less toxic than
adenovirus and induced a stimulationpe€ells functionality. Moreover, DFO protected cedigainst
immune destruction (38) and enhanced insulin iateration and biological actions in chelating free
iron (43), characteristic already used in humanmae as a treatment of iron overload like Thalagsesmi

mellitus.

13



In conclusion, the pharmacological approach of VE@Frexpression using DFO seemed more
promising to improve islets vascularization aft@msplantation than adenoviral infection with human

VEGF 165 gene.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Legende

FIG.1: Adenoviral infection efficiency in RINm5F usirfgygalactosidase staining 1 day (A, B) and 3
days (C, D) after infection with 100 MOI (A, C) 800 MOI (B, D) of adenovirus.

FIG.2: A, B: Viability of RINm5F cells using CellTiter Iblack bar)and 3 days (grey bar) after
treatment. CAnalysis of insulin expression after treatmdpliaCk bar: control, grey bar: 10 pumol/L DFO,
lined bar: 100 MOI and dotted bar: 200 MOI). Resulvere expressed as mean * SEM
(***;###p<0.001; **p<0.01; *,#p<0.05).

FIG. 3: Detection of DNA fragmentation using Hoechst stagnon RINm5F cells 1 and 3 days after
treatment.

FIG.4: Comparison of Bax (A) and Bcl-2 (B) mRNA expressio control (), DFO ¢ --.), 100 MOI
(— =) and 200 MOI. () 1 and 3 days after treatmeResults were expressed as mean + SEM (***
p<0.001; ** p<0.01; *, # p<0.05).

FIG.5: RIN m5F VEGFsecretion (A) and VEGF mRNA expression (B) afteatment lolack bar: control,
grey bar: 10 umol/L DFO, lined bar: 100 MOI andtddtbar: 200 MOL)Results were expressed as
means + SEM (### p<0.001; **p<0.01; *, # p<0.05).

FIG. 6: Analysis of HIF-1 mRNA expression (A) and deterntima of HIF-1 protein expression (B) after
treatment flack bar: control, grey bar: 10 pmol/L DFO). Reésulere expressed as mean + SEM
(***p<0.001; **p<0.01; ### p<0.001; # p<0.05).
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Optimisation de la revascularisation des ilots paméatiques au cours de la
transplantation: approche génétique ou pharmacologjue?

Une revascularisation rapide et efficace des patscréatiques au cours de la transplantation
est essentielle pour la survie et la fonctionnatité greffon a long terme. Le Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), un puissant factde croissance vasculaire, pourrait
étre un facteur clé dans la modulation de la ravassation des flots apres la transplantation.
Le but de ce travail était d'étudier I'effet denfidction adénovirale ou de la déferoxamine
(DFO), un chélateur du fer, sur la viabilité, laétionnalité et I'expression du VEGF sur les
cellulesp et les ilots pancréatiqués vitro et sur la revascularisation des ilots et le céatrd
métabolique de rats diabétiques apres transplantati

In vitro, la DFO et l'infection adénovirale induisent ungrexpression du VEGF qui dure
respectivement 3 et 14 jours. La DFO pour une qunaon de 10 pmol/L permet une
préservation de la viabilité, une stimulation dédactionnalité et est anti-apoptotique sur les
cellulesp et les Tlots pancréatiques. Par contre, l'infecadénovirale est pro-apoptotique et
induit une diminution de la fonctionnalité et deXpression de 'ARNm de l'insuline dans les
cellulesp et les ilots pancréatiques. Finalement, I'étid@ivo confirment les donnéen
vitro, montrant une stimulation de la revascularisatitas ilots et une amélioration du
contrble métabolique chez le rat diabétique powr pré-incubation des flots pendant 3 jours
en présence de DFO. De méme, I'étudevivo confirme I'effet délétere de linfection
adénovirale sur le contréle métabolique par rappame transplantation classique malgré une
stimulation de la revascularisation.

En conclusion, I'approche pharmacologique de suesgion du VEGF par la DFO semble
étre un outil plus prometteur qu’une infection amérale du géne du VEGF pour améliorer la
viabilité du greffon aprés transplantation.

Optimization of pancreatic islets revascularizationafter transplantation:
Pharmacological approach or gene therapy?

Rapid and adequate revascularisation of transpulastets is important for islet survival and
function during transplantation.Vascular EndotHel@arowth Factor (VEGF), a major
angiogenic growth factor, may be a key factor indmating therevascularization of islets
after transplantation. The aim of this work wasstady the effect of adenoviral infection or
deferoxamine (DFO), an iron chelator, prtells and pancreatic islets viability, functiomali
and VEGF expressiom vitro and on islets revascularisation and on metabairol of
diabetics rats after transplantation.

In vitro, DFO and adenoviral infection induce VEGF overesgion during respectively 3
and 14 days. DFO, for a concentration of 10 pumadllgws a preservation d¢f cells and
pancreatic islets viability, a stimulation of fuiwetality and present an anti-apoptotic effect.
Adenoviral infection is pro-apoptotique and inducasreduction of functionality and
expression of insulin MRNA ifi cells and islets. Finally, thi@ vivo study confirms then
vitro data, showing a stimulation of islets revascuédron and an improvement of metabolic
control of diabetics rats for a pre-incubation slets during 3 days in the presence of DFO.
Also, thein vivo study confirms the deleterious effect of adendviméection on metabolic
control in comparison with a classical transplaotgt despite a stimulation of islets
revascularisation.

In conclusion, the pharmacological approach of VE@¥eérexpression using DFO seemed
more promising to improve islets vascularizatiorteaftransplantation than adenoviral
infection with human VEGF 165 gene.





