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1- La greffe d’îlots pancréatiques : Un traitement du diabète de type 1 

 

1-1- Le Diabète de type 1 : une maladie auto-immune  

Le diabète est une maladie caractérisée par une hyperglycémie chronique, qui affecte 9,3% 

de la population mondiale d’après la Fédération Internationale du Diabète (Atlas du diabète, 

2019) (Ahlqvist, Storm et al. 2018). Il existe plusieurs classes de diabète dont le diabète de 

type 1 (DT1). Il représente 10 % des cas (FID, Atlas du Diabète, 2019). Le DT1 est une maladie 

auto-immune déclenchée par des facteurs environnementaux (infections virales, toxines, 

nutriments alimentaires ou allergies) chez des individus génétiquement prédisposés. Ce 

processus chronique conduit à la destruction sélective des cellules bêta (β) sécrétrices 

d’insuline dans les îlots pancréatiques. Plusieurs gènes responsables ont été identifiés avec 

des loci dispersés situés sur 40 sites distincts. Le premier ensemble de gènes associés au DT1 

a été identifié sur le chromosome 6. Il s’agit du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) 

de classe 2 (HLA-DQ2), qui est impliqué dans la tolérance immunitaire (Barrett, Clayton et al. 

2009). En plus de la prédisposition génétique, le DT1 peut également être déclenché par des 

conditions environnementales prédisposant l’attaque auto-immune médiée par les 

lymphocytes T contre les cellules β (Zaccone, Fehervari et al. 2006). Les lymphocytes T (LT), 

acteurs clés de l’immunité cellulaire, jouent également un rôle central dans la destruction 

auto-immune des cellules β (Diana, Gahzarian et al. 2011). L’apparition de DT1 nécessite deux 

types de lymphocytes T : les LT CD4+ et les LT CD8+. L’activation des LT est déclenchée par le 

recrutement des cellules dendritiques par les antigènes de cellules β. Deux voies de 

destruction des cellules β pancréatiques médiées par ces cellules présentatrices d’antigènes 

(APC) sont possibles : i) par contact direct via un processus cytotoxique, ou ii) indirectement 

par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, de perforine ou de granzyme B (Li, Song et 
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al. 2014). Parmi les antigènes exprimés par la cellule β, l’insuline est reconnue par les LT auto-

immuns (Mannering, Pang et al. 2009). Les LT CD4+ de type T helper (Th1, Th2 et Th17) et les 

cellules T régulatrices (Tregs) sont impliqués différemment dans la pathogenèse de DT1 et 

répondent à des interleukines différentes afin d’assurer le maintien de la tolérance 

immunitaire et de limiter la réponse excessive du système immunitaire. Les lymphocytes B 

(LB) ne sont pas directement liés à la destruction des cellules β mais plutôt à la progression de 

la maladie en favorisant l’auto-immunité. Les LB favorisent la différenciation des LT CD8+ en 

LT cytotoxiques (CTL) et fournissent des signaux de survie aux LT CD8+ pour maintenir des 

niveaux élevés de CTL agressifs (Brodie, Wallberg et al. 2008). En effet, ils stimulent la 

production d’auto-anticorps dont la présentation génère une auto-réaction de LT et la 

maintenance des LT CD4+ mémoires. Les premiers signes cliniques du DT1 apparaissent 

lorsque 80 à 90 % des cellules β ont été détruite induisant par la suite une glycémie à jeun ≥ 

126 mg/dL, ou une glycémie ≥ 200 mg/dL au cours de la journée (Association 2015, Yamaji, 

Harada et al. 2020) .  

1-2- Les différents traitements du DT1 

Plusieurs traitements pour le DT1 ont été développés. Ils ont pour but de remplacer dès le 

début de l’apparition des signes clinique de la maladie, le manque d’insuline causée par le 

défaut de sa sécrétion. Ces traitements sont mis en place dans le but d’atteindre la normo-

glycémie qui est proche de 100 mg/dL avant les repas et ≤140 mg/dL en condition post-

prandiale (Santiago 2019). La normalisation de la glycémie permet ainsi d’éviter les 

complications aiguës et chroniques du DT1 et assurer au malade une qualité de vie optimale. 

L’insulinothérapie a fait l’objet de nombreuses avancées technologiques : des injections 

multiples d’insuline ultra-rapide jusqu’à la pompe à insuline portable couplée à des capteurs 
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de mesure continue de glucose. Cependant, ces traitements ne permettent pas d’éviter les 

complications liées au DT1 comme les maladies cardiovasculaires, les rétinopathies, les 

neuropathies et l’insuffisance rénale (Hirsch 2009, Atkinson, Eisenbarth et al. 2014). A côté 

des complications chroniques du diabète, le contrôle des complications aigues du diabète, 

l’acidocétose et l’hypoglycémie sévère représentent un enjeu majeur dans le traitement du 

DT1. Pour cela plusieurs thérapies substitutives ont été développées comme par exemple le 

pancréas artificiel hybride (dispositif 780G, Diabeloop..) associant des systèmes d’analyses 

continue du glucose couplés à des systèmes d’administration automatique d’insuline 

(Saunders, Messer et al. 2019). D’autres traitements curatifs du DT1 ont été développés. La 

transplantation de pancréas, est considérée comme l’une des techniques de référence dans 

la greffe de tissus insulino–sécréteur, mais le taux de morbi-mortalité qui survient après 

l’intervention et la difficulté de trouver des greffons sont les principaux obstacles de ce 

traitement (Mittal, Johnson et al. 2014). Par ailleurs, la transplantation d’îlots de Langerhans, 

est une autre option de traitement du DT1 avec pour objectif  le maintien chronique et 

continue de la capacité à contrôler la glycémie (Bottino, Knoll et al. 2018) en remplaçant les 

cellules bêta sécrétrices d’insuline non fonctionnelles (Corrêa-Giannella and Raposo do 

Amaral 2009). 

1-3- Stucture des îlots de Langerhans : L’unité fonctionnelle de sécrétion 

insulinique  

Le pancréas est une glande composée de deux parties aux fonctions diverses, le pancréas 

exocrine et le pancréas endocrine (Tando, Yanagimachi et al. 2010). La partie exocrine du 

pancréas représente 97% à 99% du volume pancréatique et est dotée de canaux et de cellules 

acineuses qui sécrètent du suc pancréatique contenant des enzymes protéolytiques telles que 
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la trypsine, la chymotrypsine, de l'α-amylase et de la lipase (Yuan, Pan et al. 2021) ( Figure 1 

A). Ces enzymes sont transportées par le système de canaux pancréatiques jusqu'à l'intestin 

grêle, où elles ont un rôle prépondérant dans la digestion des aliments (Yuan, Pan et al. 2021). 

La partie endocrine du pancréas quant à elle, est constituée de 1 à 3 millions d'îlots de 

Langerhans qui sont encastrés (Ramírez-Domínguez 2016) et dispersés entre les composantes 

acinaires et canalaires dans le tissu exocrine (Henderson and Moss 1985, Goodman 2010).  Les 

îlots représentent 1 à 3 % du volume pancréatique global (Ionescu-Tirgoviste, Gagniuc et al. 

2015) et ont un diamètre d'environ 150-200 µm et représentent moins de 2% du pancréas 

humain adulte. Ils sont composés de 5 types cellulaires, les cellules α, β, δ, ε et PP (Collombat 

and Mansouri 2009). Les îlots sont des structures hautement vascularisées, qui reçoivent 15% 

des réserves de sang du pancréas (Henderson and Moss 1985, Goodman 2010). Leur 

endothélium est fenêtré, donc perméable ce qui favorise la libération de l’insuline dans la 

circulation sanguine  (Zanone, Favaro et al. 2008). Les îlots régulent l'homéostasie 

nutritionnelle du corps en libérant des substances chimiques comme l'insuline qui est une 

hormone peptidique et qui a pour rôle principal la régulation du taux de glucose sanguin en 

agissant sur l'absorption de ce dernier par les cellules (Göke 2008). L’insuline secrétée par les 

cellules β, agit sur l'incorporation des acides aminés dans les protéines et sur l’activation de la 

lipogenèse et de la glycogenèse (Biolo, Declan Fleming et al. 1995)-(Röder, Wu et al. 2016). 

Une autre substance secrétée par les îlots est le glucagon, aux effets antagoniste vis-à-vis de 

l’insuline, et est sécrété par les cellules α. Le glucagon a pour rôle d’éviter l’hypoglycémie en 

période de jeûne, en activant la néoglucogenèse dans le foie (Hædersdal, Lund et al. 2018). La 

somatostatine est aussi une hormone secrétée par les cellules de l’îlot, les cellules δ, et inhibe 

la libération du glucagon et de l’insuline et augmente la motilité de l'intestin  (Da Silva Xavier 

2018). Enfin, la Ghréline, qui est sécrétée par les cellules ε et qui joue un rôle dans la régulation 
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de l'appétit peut également avoir un effet inhibiteur de la libération d'insuline, de glucagon, 

de somatostatine (Müller, Nogueiras et al. 2015). Le polypeptide pancréatique, qui lui est 

sécrétée par les cellules PP régule la sécrétion endocrine et exocrine et joue un rôle dans la 

régulation de l'absorption et de la digestion (Roy, Sahoo et al. 2020).  Morphologiquement, 

les cellules α et les cellules β, qui forment la majorité des îlots pancréatiques, sont organisées 

en une plaque épaisse avec des vaisseaux sur chacune des faces.  Le repliement de la plaque 

permet la formation d’une structure tridimensionnelle vascularisée en son centre et à sa 

périphérie. Les cellules α se trouvent regroupées à la surface de la plaque, en contact direct 

avec les vaisseaux. Les cellules β, constituent la partie centrale de la plaque. Les cellules β 

assurent la sécrétion endocrine en développant des extensions cytoplasmiques qui se 

déroulent entre les cellules α pour atteindre les vaisseaux en surface externe et interne de 

l’îlot ( figure 1 B) (Mühlemann 2018) 
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Figure 1 : Anatomie du pancréas  (A) et de l’îlot humain (B): Les cellules α (vert) et les cellules 

β (rouge) et les vaisseaux (Bleu)  (Mühlemann 2018) 
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1-3-a- Anatomie vasculaire des îlots de Langerhans   

Les îlots sont dotés d’un réseau capillaire cinq fois plus dense que celui du tissu exocrine. Les 

capillaires présents dans les îlots sont plus longs et ont une paroi plus fine (comprenant plus 

de fenestrations) que celle des capillaires du tissu exocrine (Henderson and Moss 1985). Les 

artérioles des îlots comprennent des cellules musculaires lisses et sont majoritairement 

composées de cellules endothéliales (Rodriguez-Diaz, Abdulreda et al. 2011). Cette 

vascularisation est essentielle pour l’homéostasie du glucose, non seulement car elle assure 

un approvisionnement en oxygène suffisant pour répondre aux besoins élevés des cellules β, 

ainsi qu’un relargage efficace des hormones sécrétées dans la circulation. Elle permet 

également de réguler par voie hormonale (incrétines, hormones de stress…) le 

fonctionnement des îlots et donc la libération des différentes hormones pancréatiques 

impliquées dans le contrôle de la glycémie (In't Veld and Marichal 2010). 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Flux sanguin endocrinien et exocrine dans le pancréas (Henderson and Moss 1985).  
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1-4- Fonctionnement cellulaire des cellules β et régulation de la sécrétion 

d’insuline  

La production de l’insuline à la suite d’une stimulation par le glucose est réalisé par les cellules 

β des îlots, induisant une libération biphasique  de l’insuline: un effet immédiat de courte 

durée et un effet prolongé (Nesher and Cerasi 2002). Les canaux jonctionnels sont des acteurs 

important dans la syhchronisation de sa secretion en permettant le passage d’ions, de 

métabolites, de messagers secondaires d’une cellule à l’autre (Jitrapakdee, 

Wutthisathapornchai et al. 2010). La stimulation de la sécrétion d’insuline par le glucose 

nécessite plusieurs étapes : 

La stimulation de la sécrétion d’insulinepar le glucose nécessite plusieurs étapes : 

- sa pénétration dans la cellule ß, pénétration par les transporteurs Glut2,indépendante de la 

présence d’insuline. 

- sa phosphorylation par une glucokinase présente dans les cellules ß puis sa métabolisation 

avec synthèse d’ATP dont la concentration intracellulaire augmente. Cette augmentation 

d’ATP entraîne la fermeture des canaux potassiques ATP-dépendants et donc l’arrêt de la 

sortie de potassium, ce qui entraîne une dépolarisation à l’origine de l’ouverture des canaux 

calcium voltage-dépendants. L’entrée du calcium provoque l’activation de phospholipases 

A2 et C et la sécrétion d’insuline. (Remedi, Koster et al. 2005) 
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Figure 3 : Mécanisme de sécrétion d’insuline par les cellules β stimulée par du glucose 

(Nepton 2013)

1-5- La transplantation d’îlots pancréatiques : un traitement pour les patients

atteints de DT1 avec grande variabilité glycémique

La transplantation d'îlots pancréatiques est une thérapie efficace de remplacement des 

cellules β. Cette technique a la capacité de normaliser le contrôle glycémique chez les patients 

atteints de DT1 (Shapiro, Pokrywczynska et al. 2017). À ce jour, plus de 5 000 patients ont subi 

une transplantation d'îlots dans environ 40 centres internationaux (CITR, Annual Report, 

2017). La transplantation d’îlots est considérée comme une procédure à faible morbidité 

comparée à la greffe du pancréas (Shapiro 2011). La transplantation d’îlots est considérée

comme une procédure non invasive et comme une alternative plus simple à la transplantation 
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du pancréas, c’est pourquoi, elle a été apparue comme un traitement prometteur pour les 

patients atteints de DT1 (Qi, Kinzer et al. 2014). De nos jours, le taux d’insulino-indépendance 

un an après une transplantation d'îlots est significativement amélioré et approche 50 à 70%, 

et atteint 30 à 50% cinq ans après transplantation (CITR, data 2017). Cette restauration de la 

sécrétion d’insuline induit une amélioration de la qualité de vie du patient ainsi qu’à une 

réduction des épisodes d’hypoglycémies sévères. 

1-5-a - Procédure et technique de transplantation d’îlots pancréatiques :  

Le prélèvement de pancréas se fait chez des donneurs en état de mort cérébrale. La qualité 

du greffon et la bonne préservation de la capsule pancréatique sont les principaux critères de 

succès du prélèvement (Iwanaga, Sutherland et al. 2008). Tout d’abord, un cathéter est 

introduit au niveau de l’isthme pancréatique dans le canal pancréatique, ce qui permettra 

d’injecter la libérase lors de l’isolement des îlots (Figure 4A). L’isolement des îlots doit être 

réalisé dans les 8-12 heures suite au clampage vasculaire du pancréas. Lors de l’injection de la 

libérase directement dans le canal pancréatique, une dissociation enzymatique est activée. La 

dilatation de la glande pancréatique est l’élément fondamental de cette étape. Par la suite, 

un circuit est relié à une chambre de Ricordi, où le pancréas sectionné sera introduit. Cette 

chambre sera alimentée par une pompe qui aura pour rôle de perfuser la solution contenant 

la libérase (figure 4B). Les îlots isolés sont ensuite purifiés du contenu exocrine par un gradient 

discontinu de Ficoll®. Lors de la greffe, les îlots sont injectés dans la veine porte du patient 

déjà cathétérisée par voie percutanée trans-hépatique sous anesthésie locale et sous contrôle 

radiologique (figure 4C). La technique chirurgicale de greffe d’îlots consiste à injecter les îlots 

après cathétérisme d’une veine mésentérique terminale, après exposition de la dernière anse 

grêle par incision en fosse iliaque droite (figure 4D). Les îlots sont injectés en présence d’une 



22 
 

solution de Ringer contenant de l’héparine pendant 30 à 45 minutes avec suivie de la pression 

portale afin d’éviter la thrombose portale (Shapiro, Pokrywczynska et al. 2017).  
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Figure 4 : Illustration schématique de l’ensemble depuis l’isolement des îlots jusqu’à la transplantation 
intra-portale (d’après Kanza Benomar, 2017) (Lablanche, Vantyghem et al. 2018)

(A) Deux cathéters sont introduits dans le canal pancréatique principal au niveau de l’isthme pancréatique 

et permettent d’injecter la liberase pendant le processus d’isolement. 

(B) Chambre de Ricordi et circuit contenant la libérase.

(C) Injection intra portale des îlots par voie radiologique trans hépatique.

(D) Injection des îlots par voie chirurgicale 
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1-5-b- Complications liées à la transplantation d’îlots 

Bien que la transplantation d’îlots pancréatiques ait été reconnue comme un des 

traitements les plus efficace pour les patients atteint de DT1, elle se heurte à des 

complications à court moyen et long termes (Fiorina, Shapiro et al. 2008, Shapiro, 

Pokrywczynska et al. 2017). Lors d’une transplantation d’îlots, il faut distinguer deux 

types de complications. Des complications liées à l'injection elle-même et des 

complications post-opératoires qui survienne après injection des îlots chez le patient. 

Les complications potentielles liées à l'injection sont de type hémorragiques ou 

thrombotiques, comme une augmentation de la thrombose portale, une apparition 

d’hématome et des hémorragies (Caiazzo, Vantyghem et al. 2015).  En péri-greffe, 

l’hypoxie des cellules béta et l’apparition d’une intense réaction inflammatoire (IBMIR, 

instant blood-mediated inflammatory reaction) représentent des conditions de stress 

cellulaire (Olsson, Olerud et al. 2011), (Kanak, Takita et al. 2014).  En effet, après 

l’injection des ilôts dans la veine porte, 60% des îlots transplantés sont détruits (non 

fonctionnels seulement après 1 heure après la transplantation) (Alwahsh, Qutachi et al. 

2021). Plusieurs réactions survenant dès l’injection comme les lésions d'anoxie, 

d’ischémie-reperfusion et la réaction IBMIR. A plus long terme, peuvent apparaître les 

rejets auto-immuns et allo-immuns, la dysfonction chronique du greffon et la toxicité 

liée aux immunosuppresseurs (Li, Meng et al. 2018) (figure 5). 
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Figure 5 : Chronologie des complications qui peuvent contribuer aux dommages et à la perte 

de fonction des îlots après transplantation (Li, Meng et al. 2018) .  

La perte importante des îlots transplantés causée par la réaction IBMIR directement après 
injection et l’hypoxie qui survient dans les 24 heures après la transplantation réduisent les 
chances de survie des îlots et par conséquent la réussite de la transplantation.  

En effet, cette réaction inflammatoire limite les résultats de l’injection intraportale des îlots en 
cas de xénogreffe, autogreffe et allogreffe d’îlots libres. Une meilleure connaissance des 
mécanismes de cette réaction et de son contrôle pourrait permettre d’améliorer les résultats 

cliniques de la greffe d’îlots libres. 
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1-5-b- I- L’hypoxie cellulaire :   

Après injection dans le foie, les îlots sont susceptibles de subir une hypoxie en raison de leur 

fort besoin en oxygène et de leur incapacité à neutraliser les radicaux libres (Simmons 2012). 

Ainsi, la survie à long terme des îlots injectés dans la veine porte nécessite une 

revascularisation, qui prend 10 à 24 jours en moyenne après  l’injection des îlots (Bowers, 

Song et al. 2019) et jusqu'à trois mois pour effectuer le remodelage vasculaire (Li, Meng et al. 

2018). A la phase initiale de la greffe, la survie des îlots dépend en grande majorité de la 

diffusion passive des nutriments et de l'oxygène en attendant que la vascularisation se 

développe dans les îlots. Plus le diamètre des îlots est grand, plus les cellules centrales sont 

vulnérables à l'hypoxie. En effet, lorsqu'on observe les îlots sous microscope inversé, les îlots 

semblent souvent plus sombres dans la zone centrale, en relation avec la nécrose des cellules 

centrales (Komatsu, Kandeel et al. 2018). Les îlots de petite taille sont le siège d’une nécrose 

centrale réduite pouvant améliorer la survie des greffons (Yu, Agarwal et al. 2020). L'hypoxie 

chronique observée durant la transplantation d'îlots de Langerhans déclenche une cascade de 

réactions biochimiques provoquant la production d' ROS (espèces réactives de l'oxygène) et 

l'induction de l'apoptose et de la nécrose intracellulaires (Li, Meng et al. 2018). De plus, 

l'hypoxie et la reperfusion induisent la libération de multiples médiateurs pro-inflammatoires 

par les îlots de Langerhans, tels que l’HMGB1 (high–mobility group box 1) qui est régulé par 

les lymphocytes T activés, le TNF-α (le facteur de nécrose tumorale-α), l'IL-1β (interleukine-

1β), l’IFNγ (l'interféron gamma) et le facteur tissulaire (TF) (Itoh, Takita et al. 2012, Delaune, 

Lacotte et al. 2018), induisant une amplification de l’inflammation qui affecte la survie des 

îlots de Langerhans. 
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1-5-b-II- Instant Blood Mediated Inflammatory Reaction: IBMIR 

La reaction IBMIR est un mécanisme complexe de défense et d’adaptation physiologique 

faisant intervenir le système immunitaire inné et adaptatif et des médiateurs de 

l’inflammation tels que les cytokines et les ROS. La réponse inflammatoire est une des causes 

de l’altération précoce des îlots au cours de la transplantation. Durant l’ensemble des étapes 

de prélèvement jusqu’à l’implantation chez le receveur, les îlots sont soumis à de nombreuses 

séquences inflammatoires délétères pour leur viabilité et leur fonction. Les premiers 

dommages liés à une inflammation ont lieu avant le prélèvement chez le donneur au cours de 

l’inflammation induite par l’état de mort cérébrale (Kayton, Poffenberger et al. 2015). Celle-ci 

induit une « tempête cytokinique » avec une augmentation des taux de cytokines pro-

inflammatoires circulantes. La procédure d’isolement est elle-même génératrice d’un stress 

inflammatoire chronique sur  le pancréas (Negi, Jetha et al. 2012). L’IBMIR est une réaction 

inflammatoire précoce non spécifique qui survient dans les 24 heures post-injection. Cette 

réaction est déclenchée lors du contact des îlots transplantés avec le sang de la veine porte  

via la sécrétion de facteur tissulaire (FT) (Johansson, Goto et al. 2006) et des cytokines par les 

îlots qui vont activer plusieurs réactions telles que :  

- l’activation de la cascade de la coagulation par la formation des complexes thrombine/ 

anti-thrombine et la génération de caillots de fibrine (Naziruddin, Iwahashi et al. 2014)-

(Ali and Hatipoglu 2020). 

 - l’activation du système du complément contribuant au recrutement des granulocytes, 

neutrophiles (PNN), l’augmentation de l’expression de molécules d’adhésion de 

l’endothélium et des plaquettes, la génération de ROs et de cytokines pro-

inflammatoires. 
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- la sécrétion de chimiokines par les îlots telles que : le monocyte chemoattractant 

protein 1 (MCP1), la chemokine C-X-C motif ligand 8 (CXCL8), et la chemokine C-C motif 

ligand 2 (CCL2) (Tan and Zhou 2005). 

- l’infiltration des leucocytes et des macrophages qui libèrent des cytokines pro-

inflammatoires (IL-6, IL-8, IL-1β, TNFα et IFNγ) initiant l’apoptose des cellules des îlots. 

Dès l’implantation des îlots, la réaction inflammatoire se poursuit. Les macrophages, les 

cellules de Küppfer et les neutrophiles résidents des îlots sécrètent de l’IL-1β, altérant 

ainsi la sécrétion d’insuline et induisant l’apoptose des cellules d’îlots par plusieurs 

mécanismes moléculaires tels que : l’activation des voies majeures de régulation des 

mécanismes pro-apoptotiques : nuclear factor-kappa B (NF-κB) et Signal transducer and 

activator of transcription 1 (STAT1) (Burke, Stadler et al. 2015) - (Moore, Naamane et 

al. 2011, Burke and Collier 2021). 
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Figure 6 : Les étapes de la réaction IBMIR (Nilsson, Ekdahl et al. 2011). 

(A) Lorsque les îlots entre en contact avec le sang portal, le FT s’expose à la surface des îlots et 

induit l’activation du système de complément. Cela conduit alors au dépôt de C3b / iC3b sur la 

surface des ilôts. 

(B) Ces derniers processus activent le système de coagulation, qui est suivi du clivage de la 
prothrombine en thrombine. La thrombine génère ensuite de la fibrine et active les plaquettes.  

(C) L’activation des plaquettes augmente l’affinité des intégrines GPIIb-IIIa et a2b1 pour la 
fibrine et le collagène et par la suite les plaquettes activées se lient à la fibrine et au collagène 
sur la surface des îlots. 

(D) Amplifiées par les plaquettes, la thrombine génère plus de fibrine en créant une capsule 
contenant des plaquettes, des neutrophiles et des monocytes entourant les îlots. Les facteurs 
chimiotactiques (p. Ex., C5a et IL-8) qui ont été libérés à la suite d’IBMIR ou libérés directement 

par les îlots (p. Ex. MCP-1, IL- 8, etc.) exercent leur action sur les neutrophiles et les monocytes 
qui infiltrent les îlots en grand nombre après 30 minutes. 
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1-5-b-III- Les réponses auto-immunes des lymphocytes T  

 

Les îlots transplantés sont également affectés par la pathogenèse du DT1. Après leur injection, 

une réexposition à un antigène identique « réveille » les cellules T auto-réactives initiales 

silencieuses et dotées d'une mémoire immunologique, déclenchant une attaque contre le 

greffon (Sutherland, Sibley et al. 1984). La fonction exacte des auto-anticorps contre les 

antigènes cellulaires, tels que les auto-anticorps spécifiques de la cellule à insuline (Anticorps 

antiGA-65, Anti IA2, Anti ZNT8)  dans le développement du diabète de type 1 est inconnue, 

bien qu'ils soient importants dans le diagnostic et la prédiction du DT1 (Yoon and Jun 2005). 

Les premières études sur la réponse immunitaire après une transplantation d'îlots de 

Langerhans n'ont révélé aucun lien entre les anticorps autoréactifs pré-existants et le mauvais 

fonctionnement du greffon (Piemonti, Everly et al. 2013), mais d'autres données ont montré 

que les patients présentant des auto-anticorps préformés perdent leurs greffons plus tôt que 

les autres (Monti, Vignali et al. 2015). Les lymphocytes T autoréactifs (y compris les cellules T 

CD4 et CD8) jouent un rôle essentiel dans  la mort cellulaire et constituent des cibles 

d'intervention de la thérapie (Rolandsson, Hampe et al. 2020) 

1-5-b-IV- L'allo-immunité 

 Les réponses allo-immunes après une greffe d’îlots, sont une autre cause majeure de 

destruction des îlots transplantés. La diversité génétique entre le donneur et le receveur 

détermine l'apparition de la reponse immunitaire. Le rejet causé par les lymphocytes T 

constitue l'élément le plus important dans l'allotransplantation d'îlots. L’extrême diversité de 

l'antigène leucocytaire humain (HLA) est la cible des lymphocytes T CD8 du receveur (Reffet 

and Thivolet 2006). Que l'antigène soit présenté directement ou indirectement, l'activation 

des lymphocytes T est une étape critique du rejet et nécessite la coordination de trois 



31 
 

systèmes de signalisation (figure 7). Le premier signal (complexe peptide-CMH sur les cellules 

présentatrices d'antigènes), le deuxième signal (molécules co-stimulatrices telles que (B7-

CD28) et (CD40-CD154)) et le troisième signal (cytokines) amplifient encore la prolifération 

des lymphocytes T (Enderby and Keller 2015). L'effet biologique résultant, est le recrutement 

de cellules immunitaires sur les greffons avec la perte de la fonction du greffon.  Les patients 

subissant des greffes allogéniques peuvent avoir une immunité humorale, (une réponse 

immunitaire induite par les anticorps), pouvant également être impliquée dans le processus 

de rejet. Les anticorps alloréactifs sont principalement dirigés vers les molécules du CMH de 

classe I et du CMH de classe II. Ils comprennent des anticorps non spécifiques pré-existants à 

la greffe et des anticorps spécifiques du donneur (DSA). Tous deux sont reconnus comme des 

marqueurs pronostiques de la transplantation d'îlots. Les premières études ont montré que 

les auto-anticorps présents avant la transplantation, constituent un facteur prédictif négatif 

des résultats de la transplantation d'îlots (Olack, Swanson et al. 1997).  Un taux > 15 %, avant 

transplantation est associé à un plus grand risque de perte de fonction du greffon (Piemonti, 

Everly et al. 2013)- (Campbell, Salam et al. 2007). En revanche, la corrélation entre les 

anticorps survenant au cours de la greffe et la fonction des îlots de Langerhans après la 

transplantation n’a pas été confirmée (Cardani, Pileggi et al. 2007).  
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Figure 7 : Schéma des 3 systèmes de signalisation impliqués lors de l’activation des 

lymphocytes T après une allo-transplantation d’îlots (Li, Meng et al. 2018). 
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1-5-b-V - La toxicité liée aux immunosuppresseurs   

L’immunosuppression est un traitement indispensable pour prévenir les rejets 

immunologiques d’allogreffes chez les patients DT1 transplantés d’îlots de Langerhans (TIL). 

Les protocoles d’immunosuppression utilisés pour réaliser la TIL reposent sur une phase 

d’induction avant chaque injection d’îlots, suivie d’une phase d’entretien pendant toute la vie 

du greffon. La fréquence des effets indésirables liés à l’immunosuppression est variable. Les 

effets indésirables graves (néphrotoxicité, cancer) peuvent mener à l’arrêt de 

l’immunosuppression et à la perte du greffon.  Les premiers protocoles d’immunosuppression 

incluaient de l’Azathioprine, de la Ciclosporine et des corticoïdes, reconnus diabétogénes et 

toxiques pour les îlots (Drachenberg, Klassen et al. 1999). En 2000, l’équipe d’Edmonton a été 

la première à décrire un taux de succès remarquable à 1 an en utilisant un cocktail 

d’immunosuppresseurs excluant les corticoïdes. Le traitement d’induction avec le Daclizumab 

ou le Basiliximab (anticorps anti- récepteur d’IL-2) a permis, par modulation de l’IL-2, la 

déplétion des lymphocytes T. L’immunosuppression d'entretien a été obtenue en combinant 

de fortes doses de Sirolimus (cible la protéine mTOR qui inhibe la réponse à l’IL-2) et de faible 

dose de Tacrolimus (inhibiteur de la calcineurine bloquant la production de l’IL-2) (Shapiro, 

Lakey et al. 2000). Ce protocole a largement contribué à développer cette thérapeutique en 

raison d’une bonne tolérance et des faibles effets indésirables . Cependant, la nécessité de 

mettre en route une immunosuppression plus puissante pour augmenter l’efficaité de la 

greffe a été proposée par différentes équipes. La Thymoglobuline (également connue sous le 

nom de globuline antithymocyte de lapin ou ATG) a été promue par Hering et ses collègues 

en association avec l'étanercept (inhibiteur de TNFα) (Bellin, Kandaswamy et al. 2008). Depuis 

lors, le même groupe a montré que le traitement initial de déplétion des lymphocytes T avait 

un effet positif considérable sur l'insulino-indépendance à long terme, quel que soit le choix 
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de l'immunosuppression d'entretien (Bellin, Barton et al. 2012). L'induction par 

l'alemtuzumab (anticorp anti-CD52) et l'étanercept associée au tacrolimus et au 

mycophénolate mofétil (Inhibiteur de l'Inosine monophosphate déshydrogénase : une 

enzyme qui intervient dans la fabrication d'un des constituants de l'ADN : la guanine dans les 

lymphocytes T était bien tolérée et associée à un taux d'indépendance à l’insuline beaucoup 

plus élevé après transplantation d'îlots à cinq ans (Pepper, Gala-Lopez et al. 2013). Cependant, 

ces traitements immunosuppresseurs sont pourvoyeurs d’effets indésirables tels que la 

toxicité rénale pour le tacrolimus, les infections et le risque de cancer (Bechstein 2000). De 

plus, le tacrolimus inhibe la sécrétion d'insuline par les îlots humains et est diabétogène 

(Rangel 2014). La nécessité de recourir au traitement anti-rejet constitue un obstacle majeur 

à l’extension de la transplantation d’îlots à l’ensemble des patients DT1. Une autre  approche 

est l’encapsulation d’îlots à l’aide de membranes artificielles semi-pérméables. Cette 

approche réduirait le besoin d’un traitement immunosuppresseur en protégeant les îlots des 

attaques immunitaires et en maintenant la fonction du greffon en avec le passage des 

nutriments nécessaires et de l’oxygène (Skrzypek, Nibbelink et al. 2018). Très peu de données 

existent en clinique humaine du fait de la difficulté de maintenir une vascularisation adéquate 

des îlots.  
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2- L'endothélium intra-insulaire : un acteur fondamental du bon 

fonctionnement de la revascularisation des îlots après 

transplantation 

2-1- Anatomie vasculaire du Pancréas  

Le pancréas possède une vaste vascularisation artérielle, qui est alimentée par des branches 

directes de l'aorte abdominale (tronc cœliaque et artère mésentérique supérieure) et 

représente environ 1 % du débit cardiaque. Le tronc cœliaque offre une vascularisation sur le 

bord supérieur du pancréas, puis donne naissance, caudalement à l'artère hépatique 

commune et à l'artère splénique. Par ses branches qui s'étendent vers la tête du pancréas, 

l'artère hépatique commune alimente les tissus du côté droit. L'artère splénique, quant à elle, 

se ramifie sur le côté gauche pour envoyer le sang artériel de l’organisme vers la queue du 

pancréas. Le pancréas est irrigué par l'artère mésentérique supérieure et ses branches, qui 

forment des arcades et une circulation collatérale des deux côtés.  

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Anatomie vasculaire du Pancreas (D'après l'EMC: "Radioanatomie du pancréas")  
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2-2- Structure et définition de l'endothélium  

L'embryologiste Wilhelm Hirsch a utilisé le mot endothélium pour désigner la couche cellulaire 

recouvrant la lumière du système vasculaire et les cavités internes du corps. Par la suite, 

l'endothélium a été défini uniquement comme le revêtement des vaisseaux sanguins et 

lymphatiques (Laubichler, Aird et al. 2007), et constitue un système dispersé qui s'étend dans 

l’ensemble du corps humain. L'endothélium forme une paroi semi-perméable constituée 

d'une couche de cellules endothéliales qui sont en contact direct avec le sang et forment une 

barrière sélective entre la lumière du vaisseau et les tissus environnants (Yuan and Rigor 

2011). Les cellules endothéliales contiennent de multiples systèmes de transport par diffusion 

facilitée pour les acides aminés et le glucose (Galley and Webster 2004). Les analyses en 

microscopie électronique ont mis en évidence l’hétérogénéité des cellules endothéliales en 

identifiant des différences dans les jonctions intercellulaires. Ceci a conduit à la classification 

de l’endothélium en trois types : i) l’endothélium continu : présent dans la plupart des artères, 

veines et capillaires du cerveau, de la peau, des poumons, du cœur et des muscles. Dans ce 

type d'endothélium, les cellules endothéliales sont structurées par des jonctions serrées et 

sont entourées d’une membrane basale continue. ii) L'endothélium fenestré : de façon 

similaire à l'endothélium continu, il est relié à une membrane basale continue mais se 

caractérise par l'existence de pores transcellulaires de 50-60 nm de large. Cette structure est 

très importante dans les tissus avec un transport trans-endothélial élevé, comme les glandes 

endocrines et exocrines. iii) l’endothélium discontinu : est associé à une membrane basale mal 

structurée où se trouvent de grandes fenestrations de 100-200 nm de large. Ce type 

d'endothélium est en grande majorité présent dans le foie, la rate et la moelle osseuse (Aird 

2007). 
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Figure 9: Les 3 types endotheliums (Adopted from Wayne W. La Morte, MD, PhD, MPH, Boston 

University School of Public Health) 
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2-3- Interactions cellulaires entre l’endothélium et les îlots pancréatiques  

L’endothélium des vaisseaux sanguins et les îlots ont un lien très fort dès l'organogenèse du 

pancréas grâce aux signaux émis par l'endothélium. L'endothélium régule le flux sanguin, 

l'angiogenèse, la formation et la sélectivité des barrières immunologiques entre le sang et les 

tissus pancréatiques (Cano, Hebrok et al. 2007). Chaque îlot bénéficie d'un vaste 

approvisionnement vasculaire, avec au moins deux ou trois artérioles afférentes formant de 

nombreux capillaires à l'intérieur du cœur de l'îlot pour fournir tous les nutriments essentiels 

et l'oxygène. De même, les hormones libérées sont drainées de l'îlot par les capillaires et les 

petites veinules vers la circulation générale (Dolenšek, Rupnik et al. 2015). L'endothélium des 

vaisseaux des îlots est formé de cellules endothéliales fenestrées. Ces fenestrations se 

forment en réponse au stimulus du facteur de croissance endothélial vasculaire-A (VEGF-A) et 

de l'angiopoïétine-1 qui sont directement sécrétés par les différentes cellules de l’îlots (Jabs, 

Franklin et al. 2008).  De plus, les cellules endothéliales sécrètent le facteur de croissance des 

fibroblastes-2 (FGF-2) et le facteur de croissance hépatocytaire (HGF), qui ont un effet sur les 

cellules β en améliorant leur capacité à produire et à sécréter de l'insuline (Alvarez-Perez, 

Ernst et al. 2014)-  (Rivas-Carrillo, Soto-Gutierrez et al. 2007). En outre, l’induction d’une 

mutation pour le VEGF-A ou le HGF chez des animaux, entraîne l’apparition d’anomalies des 

vaisseaux des îlots à sécréter de l’insuline (Jabs, Franklin et al. 2008) -  (Demirci, Ernst et al. 

2012). Il existe aussi une interaction des îlots et l'endothélium avec les composants de la 

matrice extracellulaire tels que le collagène, le collagène IV, la laminine-1 et la fibronectine. 

Les composants de la matrice extracellulaire induisent d'importants changements 

épigénétiques, qui incluent l'induction de l'expression du gène de l'insuline, la stimulation de 

la réplication des cellules et la régulation de la sécrétion de plusieurs facteurs paracrines 
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(Stendahl, Kaufman et al. 2009) (Figure 10). Enfin, l'endothélium joue un rôle important dans 

la régulation des réponses immunitaires contre les îlots, qui conduit soit à une destruction 

auto-immune ou allo-immune, soit à une tolérance des cellules β (Stendahl, Kaufman et al. 

2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Description des interactions entre les cellules endothéliales et les cellules des 

îlots de Langerhans (Del Toro-Arreola, Robles-Murillo et al. 2016).  

L'insuline régule le monoxyde d’azote synthétase endothéliale (eNOS), qui facilite la génération 

de monoxyde d’azote (NO). À la surface des cellules endothéliales, le VEGF-A induit la 

formation de capillaire et de leurs fenestrations. En stimulant la prolifération des cellules β, le 

HGF produit par l'endothélium maintient à la fois la libération d'insuline stimulée par le 

glucose, et la masse des cellules β. Les cellules endothéliales génèrent des composants de la 

MEC telles que les laminines, les collagènes et la fibronectine, qui favorisent la prolifération 
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des cellules β, le maintien du phénotype de différenciation et, finalement, une plus grande 

synthèse d'insuline. 

2-4- Mécanisme de revascularisation des îlots pancréatiques après 

transplantation  

Les cellules endothéliales impliquées dans la revascularisation et la génération de nouveaux 

capillaires dans les îlots transplantés proviennent de trois sources (figure 11).  La première 

source est les cellules endothéliales du receveur de la greffe, qui sont recrutées dans le greffon 

d'îlots. La deuxième source est les cellules endothéliales intra-insulaires du donneur, qui 

existent en grand nombre dans les îlots isolés et peuvent représenter jusqu'à 40 % des cellules 

endothéliales qui tapissent les capillaires d'un greffon revascularisé (Aird 2007),  (Nyqvist, 

Köhler et al. 2005). Les cellules dérivées de la moelle osseuse du receveur, constituent une 

troisième source, probablement mineure, de cellules endothéliales (Contreras, Smyth et al. 

2003), (Miller, Cirulli et al. 2008). Les vaisseaux fonctionnels d'un greffon revascularisé sont 

chimériques, constitués à la fois de cellules endothéliales du receveur de la greffe et de 

cellules endothéliales intra-insulaire du donneur. Les facteurs produits par les îlots 

transplantés stimulent ou recrutent les cellules endothéliales des trois sources potentielles 

dans le greffon incluent le VEGF-A (2) mais d'autres molécules pro- ou anti-angiogéniques 

peuvent également jouer un rôle. La formation de nouveaux vaisseaux nécessite également 

un remodelage vasculaire impliquant la membrane basale, les cellules de soutien vasculaire 

telles que les péricytes, et la matrice extracellulaire. La revascularisation des îlots transplantés 

pourrait être améliorée ou accélérée par plusieurs types d'interventions. Une approche 

consisterait à augmenter l'action des facteurs pro-angiogéniques ou à inhiber les facteurs anti-

angiogéniques et ainsi stimuler la prolifération, la migration et la maturation des cellules 



41 
 

endothéliales en vaisseaux fonctionnels. Cette approche a connu un certain succès (Lai, 

Schneider et al. 2005)- (Zhang, Richter et al. 2004), mais il est probable que la formation 

optimale d'une vascularisation mature et pleinement fonctionnelle des îlots nécessitera un 

contrôle précis de la cinétique, de la dose et de la durée de l'action des facteurs angiogéniques 

dans la période post-transplantation. Une deuxième approche pourrait cibler directement les 

cellules endothéliales ou améliorer leur capacité à former des vaisseaux matures et 

fonctionnels et pourrait impliquer l'ajout de cellules endothéliales pré-activées ou d'un certain 

type de population de cellules progénitrices endothéliales. Ces deux approches pourraient 

être applicables aux îlots isolés avant la transplantation ou, pourraient être utilisées pour 

préparer le site de transplantation avant la transplantation d'îlots isolés. Johansson et al. 

(Johansson, Rasmusson et al. 2008) proposent une nouvelle approche utilisant l'ingénierie 

tissulaire pour améliorer la revascularisation des îlots. Ces chercheurs apportent la preuve que 

la coculture de cellules souches mésenchymateuses (CSM) et de cellules endothéliales avec 

des îlots humains in vitro avant la transplantation, initie la formation de structures vasculaires 

qui peuvent favoriser la prise de greffe d'îlots après la transplantation. Johansson et al. ont 

purifié des CSM à partir de moelle osseuse humaine saine en utilisant des marqueurs de 

surface cellulaire, et ont découvert que les CSM ou les facteurs produits par ces cellules 

favorisaient la prolifération et la migration des cellules endothéliales et le "revêtement" des 

îlots de culture par des cellules endothéliales (Johansson, Rasmusson et al. 2008). En utilisant 

un système in vitro pour étudier l'angiogenèse, ces chercheurs ont démontré que la co-culture 

de CSM, de cellules endothéliales et d'îlots de Langerhans favorisait la migration de cellules 

endothéliales exogènes dans les îlots de Langerhans en culture, la formation de structures 

chimériques ressemblant à des vaisseaux entre les cellules endothéliales endogènes intra-îlots 

de Langerhans et les cellules endothéliales ajoutées à la culture d'îlots de Langerhans, et la 
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formation de nouveaux vaisseaux qui « poussent » à partir des îlots de Langerhans. Les cellules 

endothéliales d’origine microvasculaire prélevées dans le derme humain, qui sont 

probablement plus réceptives aux signaux de remodelage émis par les CSM, constituent un 

élément majeur et peut-être essentiel de ces études. Ces CSM et ces cellules endothéliales 

microvasculaires pourraient probablement être prélevées et développées à partir de la moelle 

osseuse ou du tissu adipeux de patients sélectionnés pour recevoir une greffe d'îlots. Des 

travaux supplémentaires sont nécessaires pour définir les ligands, les récepteurs et les 

mécanismes responsables de ces effets, mais Johansson et al. supposent que les protéases 

des CSM peuvent dégrader la matrice extracellulaire des îlots et permettre ainsi la migration 

des cellules endothéliales qui ont été stimulées par des facteurs de croissance tels que le 

VEGF-A produit par les CSM (Brissova and Powers 2008). 
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 Figure 11 : Revascularisation des îlots après une transplantation (Brissova and Powers 

2008) :  

Les cellules endothéliales de trois sources (cellules endothéliales du receveur au site de la 

transplantation, cellules endothéliales intra-îlot et cellules progénitrices endothéliales de la 

moelle osseuse) contribuent à la revascularisation.  La ligne pointillée fait référence à des 

processus ou des facteurs non encore définis. 
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2-5- Rôle des cellules endothéliales dans le processus de revascularisation des 

îlots après transplantation 

Comme décrit précédemment, au moins quatorze jours sont nécessaires pour achever le 

processus de revascularisation des îlots après leur injection dans la veine porte du patient 

(Pepper, Gala-Lopez et al. 2015)-  (Brissova, Fowler et al. 2004). La survie, la prise de greffe et 

la fonction des îlots transplantés dépendent en grande majorité de la rapidité avec laquelle la 

revascularisation va être effectuée (Pepper, Gala-Lopez et al. 2013). A l’état normal, lorsque 

les îlots sont injectés dans un vaisseau sanguin sinusoïdal, la perfusion et l'apport d'oxygène à 

l'intérieur des îlots sont considérablement réduits en comparaison avec les îlots d’origine. La 

revascularisation de ces îlots transplantés dans le foie peut également modifier la structure 

cellulaire des cellules endothéliales et des composants de la matrice extracellulaire. Les 

vaisseaux nouvellement formés après la transplantation proviennent principalement des 

cellules endothéliales résidant dans les îlots et se connectent à l'endothélium du receveur en 

devenant des vaisseaux chimériques. Les interactions avec des facteurs angiogéniques, tels 

que le FGF-2 et le VEGF, accélèrent le processus d'attraction des cellules endothéliales 

induisant par la suite une prolifération et une différenciation qui conduit à la constitution d’un 

réseau néo-vasculaire sur le site de la transplantation (Pepper, Gala-Lopez et al. 2015). Les 

cellules endothéliales intra-insulaires jouent un rôle majeur dans le processus de 

revascularisation après transplantation. Le stress qui survient lors du processus de l’isolement 

des îlots du pancréas induit la perte et le dysfonctionnement de la plupart des cellules 

endothéliales intra-insulaires de l’îlot. Le processus d'isolement des îlots est extrêmement 

délétère pour les cellules endothéliales intra-insulaires (Del Toro-Arreola, Robles-Murillo et al. 

2016).  Afin de palier au dysfonctionnement intra-insulaire, la co-transplantation d’îlots et de 
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précurseurs endothéliaux a été proposée. L'utilisation de précurseurs angiogéniques issus de 

la moelle osseuse ou de précurseurs endothéliaux qui subiront une différenciation, 

contribueraient ainsi au rétablissement du réseau vasculaire des îlots transplantés (Quaranta, 

Antonini et al. 2014).  

 En conclusion, la revascularisation des îlots est une étape critique dans leur survie 

conditionnant ainsi la réussite ou l’échec de la transplantation. Une transplantation d'îlots est 

considérée comme optimale lorsqu’elle fournit un apport adéquat en oxygène et en 

nutriments au îlots transplantés. Ceci nécessite la préservation de l’endothélium intra-

insulaire et de la matrice extracellulaire. 

2-6- Rôle des cellules sinusoïdales hépatiques dans le processus de 

revascularisation des îlots après transplantation 

Le remodelage du tissu hépatique au cours de la greffe d’îlots incluant l’implantation du 

greffon et sa reconnexion à la circulation systémique est un événement complexe faisant 

intervenir la vascularisation du tissu et la structure même de l’arrangement cellulaire 

hépatique. Le recrutement leucocytaire est certainement modulé par les taux sanguins dans 

la veine porte d’immunosuppresseurs considérablement plus élevés que dans la circulation 

systémique (Marzorati, Melzi et al. 2014). L’insulino-indépendance chez les receveurs par la 

restauration d’une sécrétion physiologique portale endogène de l’insuline, témoigne d’une 

revascularisation efficace de l’îlot. La tension en oxygène est plus faible dans le foie que celle 

des vaisseaux intra-insulaires pancréatiques. Les cellules du foie sont fortement impliquées 

dans la réaction pro-coagulante et proinflammatoire intravasculaire qui caractérisent l’IBMIR. 

L’IBMIR provoque le stress oxydant des CE sinusoïdales (SCE), conduisant au recrutement et à 

l'activation des cellules de Kupffer, les cellules macrophagiques du foie, des plaquettes et des 
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troubles de la microcirculation. Dans la phase précoce dès les 2 premières heures, les 

dommages hépatiques sont causés par ce stress oxydant. La phase tardive (6-24 h) est 

caractérisée par le recrutement hépatique des leucocytes et des macrophages. Ils adhèrent à 

des SEC exprimant des molécules d'adhésion (E- sélectine, P-sélectine, ICAM-1, VCAM-1) et 

sécrètent des chimiokines (IL-6, IL-8, IL-1β, TNFα et IFNγ) en réponse à l'hypoxie et au stress 

oxydant. Des agrégats plaquettaires adhèrent aux SCE lésées dès les 20 premières minutes de 

reperfusion post-ischémique, favorisé par le recrutement des cellulaires inflammatoires ce qui 

conduit à une altération microcirculatoire et un remodelage hépatique (Teoh, Ajamieh et al. 

2014). L’augmentation transitoire de l’aspartate aminotransférase (ASAT) et de l’alanine 

aminotransférase (ALAT) est observée pour la moitié des receveurs transplantés d’îlots avec 

un pic à 7 jours post-transplantation (Rafael, Ryan et al. 2003), témoignant d’une agression 

des cellules du tissu hépatocytaire. A distance, la stéatose hépatique, c’est à dire accumulation 

des triglycérides dans les hépatocytes, est fréquemment décelée chez 20% des patients 

greffés d’îlots probablement secondaire aux concentrations élevées d’insuline au niveau du 

foie.  Histologiquement, contrairement à l’IBMIR, la stéatose est majoritairement 

macrovasculaires et un infiltrat lymphocytaire peut s’y associer (Eckhard, Lommel et al. 2004). 

Cette lipotoxicité est en relation avec un dysfonctionnement des cellules β et est prévenue 

par la leptine, qui limite la lipogenèse hépatique et améliore significativement la fonction des 

îlots greffés (Lee, Ravazzola et al. 2007). Chez l’homme, la caractérisation histologique du 

remodelage tissulaire induit par une potentielle ischémie post-greffe est limitée par le 

manque d’information des biopsies hépatiques, les îlots étant embolisés dans l’ensemble du 

foie.  En conclusion, les données histologiques sur le retentissement hépatocytaire de la greffe 

d’ilots sont parcellaires chez l’homme et peu d’études existent dans les modèles de greffe 

chez le grand animal. Dans ce contexte, le remodelage du tissu hépatique et ses conséquences 
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systémiques doivent donc être envisagés comme alternative aux biopsies afin d’identifier par 

un marqueur circulant les dommages tissulaires et vasculaires.  

3- La Transition endothélio-mésenchymateuse (EndTM) :  

3-1-Définition  

La transition endothéliale-mésenchymateuse (EndTM) est un processus durant lequel les 

cellules endothéliales  perdent progressivement leur phénotype endothélial pour acquérir des 

caractéristiques mésenchymateuses semblables à celles des fibroblastes (Medici and Kalluri 

2012). L’EndTM se caractérise par une augmentation de la synthèse de protéines de la matrice 

extracellulaire (MEC) comme la fibronectine et les collagènes de type I et III, accompagnée 

d’une diminution des marqueurs endothéliaux (VE-cadhérine, facteur de von Willebrand 

(vWF), CD31) et d’une augmentation de l'expression des marqueurs mésenchymateux tels que 

l'α-SMA, la vimentine et la N-cadhérine. Les changements phénotypiques observés durant la 

EndMT s'accompagnent d'une restructuration du cytosquelette induisant une modification de 

la polarité des CEs, et donnant lieu à une morphologie " fusiforme " de type fibroblastique. 

Les CEs, au cours de la transition, perdent leurs connexions intercellulaires et développent des 

capacités de migration et d’invasion (Li and Bertram 2010).  La diminution de l’expression des 

marqueurs endothéliaux et l’augmentation de l’expression des marqueurs mésenchymateux 

sont principalement contrôlés par plusieurs facteurs de transcription (Arciniegas, Frid et al. 

2007). Plusieurs études ont été réalisées entre la fin des années 1970 et le début des années 

1990, dans le but d’étudier le rôle physiologique de l’EndTM aux stades embryonnaires. Il a 

été démontré que l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux par les CEs induit une 

altération de la structure de plusieurs organes impliqués dans le développement cardiaque, 

tels que l’épaississement de la paroi aortique et une altération du développement des artères 
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pulmonaires (Arciniegas, Neves et al. 2005) (Arciniegas, Sutton et al. 1992)-(Krug, Runyan et 

al. 1985) (Arciniegas, Ponce et al. 2000). De plus, Frid et al. ont démontré que l’EndTM pouvait 

également se produire chez les adultes (Frid, Kale et al. 2002). Ils ont montré in vitro que les 

cellules endothéliales (CEs) de bovins adultes, exprimant des marqueurs endothéliaux comme 

la VE- Cadhérine, le CD31 et le vWF, subissaient une EndTM après stimulation avec du TGF-β 

et se différencient en cellules musculaires lisses (SMC) qui sont des cellules 

d'origine mésenchymateuse. Par conséquent, la EndTM chez les adultes a été étudiée au cours 

de la dernière décennie dans le contexte de l'apparition de situations pathologiques. En effet, 

il a été démontré que la EndTM est impliquée dans plusieurs conditions pathologiques tels 

que la progression du cancer et le développement de la fibrose d’organes (foie, poumons, 

cœur, rein) (Zeisberg, Tarnavski et al. 2007), (Choi, Hong et al. 2015, Ribera, Pauta et al. 2017). 

De plus, Zeisberg et al. ont rapporté la première preuve que l’EndTM favorise la croissance et 

la progression des tumeurs (Zeisberg, Potenta et al. 2007), de plus dans une étude in vivo sur 

des souris, le même groupe a démontré que la fibrose cardiaque survient suite une réaction 

d’EndTM (Zeisberg, Tarnavski et al. 2007). 
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Table 1:  Etudes d’induction de EndTM dans différents types cellulaires (Cho, Lee et al. 

2018). 

3-2- La transition des cellules endothéliales en cellules mésenchymateuses 

dans les conditions inflammatoires 

La fibrose est une lésion non spécifique d’un organe, caractérisée par le développement de la 

MEC associée à la multiplication des fibroblastes déjà présente et de ceux générés après la 

transition des cellules endothéliales en cellules mésenchymateuses, c’est-à-dire, l’acquisition  

par les cellules endothéliales de propriétés et de marqueurs des fibroblastes (Piera-Velazquez, 

Li et al. 2011). En général, la fibrose se développe le plus souvent suite à un processus 

inflammatoire marqué par l’afflux dans le tissu de leucocytes circulants et tissulaire. Ces 

cellules vont libérer des cytokines et des facteurs de croissance dont le principal est le TGF-β 

(Transforming Growth Factor) qui entament le processus de fibrose. La fibrose est également 

induite par l’augmentation locale de peptides vasoactifs comme l’angiotensine II et 
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l’endothéline-1 (ET-1) (Schuppan, Ruehl et al. 2001, Lee and Kalluri 2010). Compte tenu de 

l'interaction inévitable entre les CEs et les médiateurs de l'inflammation circulant dans le sang, 

les CEs deviennent une cible de l’EndTM. Les conditions inflammatoires sont initiées par des 

molécules plasmatiques, appelées médiateurs de l'inflammation, qui déclenchent la réponse 

inflammatoire en agissant localement ou de manière systémique. Les médiateurs de 

l'inflammation sont principalement composés de cytokines pro-inflammatoires, de facteurs 

de croissance, de ROS et d'endotoxines bactériennes. En effet, il a été démontré que certains 

de ces composants sont capables d’induire une EndTM et de transformer les CEs en cellules 

mésenchymateuses (figure 12). Ainsi, un lien entre les conditions de l'inflammation et 

l’apparition de l’EndTM a été établi (Pérez, Muñoz-Durango et al. 2017). Des observations 

réalisées au milieu des années 1980 ont montré que les cellules endothéliales de la veine 

ombilicale humaine (HUVEC) exposées à des surnageants de leucocytes mononucléaires 

activés du sang périphérique, présentaient des altérations morphologiques, décrites comme 

présentant un aspect fibroblastique tranchant avec l'aspect typiquement retrouvé des pavés 

endothéliaux. De plus, ce changement s'est accompagné d'une augmentation de la production 

de protéines de la MEC, démontrant pour la première fois une interconnexion entre les stimuli 

inflammatoires et l'apparition de caractéristiques associées à l'EndTM (Montesano, Mossaz et 

al. 1984).  
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Figure 12 : Transition Endothélio mésenchymateuse des cellules endothéliales (Pérez, 

Muñoz-Durango et al. 2017) 

Les cellules endothéliales subissent une transition endothélio-mésenchymateuse en perdant 

progressivement l'expression de marqueurs endothéliaux et en expriment des marqueurs 

mésenchymateux. Ces changements dans l'expression des protéines s'accompagnent 

d'altérations de la morphologie endothéliale typique. Les cellules endothéliales deviennent 

fusiformes.  
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3-3 Les médiateurs et les voies de signalisation impliquées dans l’EndTM 

Les CEs sont des acteurs déterminants dans le maintien de l'homéostasie du système 

circulatoire et dans le contrôle des réponses immunologiques suite à différents stimuli 

(Rajendran, Rengarajan et al. 2013), (Gori, Dragoni et al. 2007). Le système de signalisation 

induit par l'inflammation dans les CEs a été étudié et plusieurs facteurs ont été identifiés 

comme inducteurs de l’EndMT en agissant individuellement, en synergie ou en formant une 

voie de signalisation intercellulaire (figure 13) (Pérez, Muñoz-Durango et al. 2017), (Zhang 

2008). Les inducteurs de l’EndTM les plus décrits sont le TGF-β, les cytokines pro-

inflammatoires telles que  l'interleukine-1 bêta et le facteur de nécrose tumorale alpha, le 

facteur de transcription NF-kB, les endotoxines bactériennes et les facteurs pro-oxydants 

(Dejana, Hirschi et al. 2017).   

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Schémas des voies de signalisation activées durant l’EndTM (Cho, Lee et al. 

2018).  

 Le TGFβ, l'IL-1β et l'hyperglycémie influencent l'EndTM en régulant les voies de signalisation. 

Ces voies induisent l'expression de facteurs de transcription impliquant Slug, Snail et zinc 

finger E-box-binding homeobox 1 (ZEB1).  
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3-3-a- Le TGF-β : inducteur principal de l’EndTM  

Le TGF-β est considéré comme l’inducteur principal de l’EndTM (Goumans, van Zonneveld et 

al. 2008)-(Chen, Qin et al. 2015). Il existe trois isoformes de TGF-β, le TGF-β1, TGF-β2 et TGF-

β3, qui se lient à un récepteur transmembranaire spécifique du TGF-β de type II, activant 

ensuite le récepteur du TGF-β de type I (ALK5) et induisant la transduction des signaux dans 

la cellule. Ces trois isoformes de TGF-β sont impliqués dans l’induction de l’EndTM des CEs 

(Pérez, Muñoz-Durango et al. 2017). La première preuve démontrant que le TGF-β1 est 

impliqué dans l'EndTM a été rapportée par Zeisberg et al.  qui ont montré que le TGF-β1 

diminue l'expression des marqueurs endothéliaux et augmente l’expression des marqueurs 

mésenchymateux dans le contexte du cancer (Zeisberg, Potenta et al. 2007). L’hypothèse que 

les CEs  interviennent dans le processus de l’EndTM a été suggérée par Arciniegas et al., qui 

ont montré la transition de cellules endothéliales bovine de l’aorte (BAEC) en cellules 

mésenchymateuse in vitro (Arciniegas, Sutton et al. 1992). Les chercheurs ont également 

détecté l'expression de l'α-SMA en réponse à la stimulation du TGF-β1. Les BAEC traitées avec 

du TGF-β1 ont perdu l’expression du facteur de coagulation VIII (FVIII) et ont augmenté 

progressivement l'expression de l'α-SMA, qui sont considérés comme des marqueurs fiables 

de la formation de cellules mésenchymateuses. Le deuxième isoforme du TGF-β, le TGF-β2 est 

également un inducteur reconnu de l’EndTM. L’EndTM induite par le TGF-β2 est régulée par 

le facteur de transcription Snail. En effet, des études ont démontré que la stimulation du TGF-

β2 induit la surexpression de Snail et que la répression de Snail par un siRNA inhibe la 

régulation négative de l’expression du marqueur de lésions endothéliales claudine-5 et active 

la régulation positive des marqueurs mésenchymateux α-SMA, SM22-α et calponine (Kokudo, 

Suzuki et al. 2008). Le TGF-β2 provoque la transition non réversible des cellules endothéliales 

de la rétine en cellules mésenchymateuses, l’impliquant dans le développement pathologique 
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de la rétinopathie (Deissler, Deissler et al. 2006). De plus, peu de données existent sur la 

participation du TGF-β3 dans l'EndTM car cet isoforme a été peu décrit dans le contexte de 

l’EndTM. Le TGF-β3 est plus étroitement associé à l'EndTM au cours des stades embryonnaires 

du développement, comme l'ont démontré des expériences sur des explants aortiques 

d'embryons de poulet (Arciniegas, Ponce et al. 2000).  

3-3-b- TNF-α et IL1-β : cytokines pro-inflammatoires inductrices de l’EndTM  

- Le facteur de nécrose tumorale (TNF-α) :  

TNF-α est une cytokine pro-inflammatoire impliquée dans le contrôle de plusieurs fonctions 

cellulaires (MacEwan 2002). Les réponses au TNF-α dans les CEs sont déclenchées par la liaison 

à l'un des deux récepteurs du TNF-α, le récepteur TNF-α de type 1 ou le récepteur TNF-α de 

type 2, ce qui permet à ces récepteurs d'activer des facteurs de transcription comme le NF-κB 

ce qui induit l’expression de multiples protéines comme la molécule d'adhésion cellulaire 

vasculaire 1 (VCAM-1) et la molécule d'adhésion intercellulaire 1 (ICAM-1) (Rieder, Kessler et 

al. 2011), (Farrar and Butcher 2014) -  (Modur, Zimmerman et al. 1996).  Dans divers types de 

CEs, le TNF-α a été décrit comme inducteur de l’EndTM par l’intermédiaire de plusieurs voies 

de signalisation (Farrar and Butcher 2014), (Wu, Muratore et al. 2017). L'EndTM induite par le 

TNF-α, dans l'endothélium lymphatique, inhibe l'expression de la VE-cadhérine tout en 

augmentant l'expression de la β-caténine, de la N-cadhérine et de ZEB1 (Chakraborty, Zawieja 

et al. 2015). Dans une autre étude sur des cellules endothéliales humaine de valve 

embryonnaire, le TNF-α a induit une transition l’EndTM par l'intermédiaire de l'activation de 

la voie de signalisation Akt/NF-κB (Mahler, Farrar et al. 2013). Dans les cellules endothéliales 

de valve aortique porcine, le TNF-α, induit une augmentation de l’expression de marqueurs 
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mésenchymateux α-SMA et Snail avec une diminution de l’expression de la VE-cadhérine 

(Mahler, Farrar et al. 2013). 

- L'interleukine-1 bêta (IL1-β) :  

IL1-β est une cytokine pro-inflammatoire qui joue un rôle dans le dysfonctionnement de 

l'endothélium, tout en étant un inducteur majeur de l’EndTM (Dinarello 2000) (Bhagat and 

Vallance 1997).  Les altérations phénotypiques induites par l'IL-1β dans les CEs ont été 

initialement observées dans les cellules endothéliales microvasculaires dermiques humaines, 

qui présentaient des anomalies morphologiques et un réarrangement du cytosquelette, ainsi 

qu'une diminution de l’expression des marqueurs endothéliaux vWF et CD31 (Romero, Zhang 

et al. 1997). En outre, l'exposition à long terme à l'IL-1β augmente l'expression de marqueurs 

mésenchymateux tels que l’α-SMA, le collagène de type I et la calponine, tout en inhibant la 

production de vWF dans les cellules endothéliales microvasculaires dermiques humaines 

(Chaudhuri, Zhou et al. 2007). Selon Maleszewska et al., le mécanisme moléculaire qui 

soutient l'EndTM induite par l'IL-1β induit une augmentation de l'expression de SM22-α, qui 

est codée par TAGLN. Leurs études ont révélé que TAGLN est régulé épigénétiquement par 

EZH2, un régulateur négatif majeur dans l’EndTM induite par l'IL-1 β (Maleszewska, Gjaltema 

et al. 2015). De plus, l'IL-1β a généré un phénotype d’EndTM dans les cellules endothéliales 

de la cornée en augmentant la synthèse de facteur de croissance des fibroblastes (FGF) via la 

cascade de signalisation PI3K en réponse aux changements du cytosquelette d'actine et de la 

structure cellulaire (Lee, Ko et al. 2012), (Lee, Lee et al. 2004). 

Des études ont démontré que le mélange de plusieurs cytokines comme le TNF-α, l'IL-1β et le 

TGF-β induit une EndTM plus facilement qu’une cytokine seule. Dans les cellules endothéliales 

microvasculaires intestinales humaines (HIMEC), la combinaison du TGF-β, de l'IL-1 β et du 
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TNF-α favorise l’EndTM via le facteur de transcription Sp1, qui est un régulateur 

transcriptionnel majeur des gènes liés à l’EndTM (Rieder, Kessler et al. 2011). De plus, dans 

les cellules endothéliales microvasculaires de l'œsophage humain et les cellules endothéliales 

de la veine ombilicale humaine , le TGF-β2 et l'IL-1β favorisent l’EndTM en augmentant 

l'expression des marqueurs mésenchymateux et en réduisant l'expression des marqueurs 

endothéliaux (Nie, Lyros et al. 2014), (Maleszewska, Moonen et al. 2013). De plus, l’effet de 

la co-incubation des cellules endothéliales des artères pulmonaires avec la combinaison de 

TNF-α, IL-1β et TGF-β1 induit une EndTM, qui se présente par des altérations morphologiques 

accompagnées de modifications des marqueurs endothéliaux et mésenchymateux (Good, 

Gilbane et al. 2015). 

 



57 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14: Représentation schématique de la transition endothélio-mésenchymateuse 

(EndTM) en réponse à des stimuli inflammatoires et à un dysfonctionnement métabolique 

(Cho, Lee et al. 2018). 

Dans des conditions d'inflammation chronique impliquant le TNF-α, le TGFβ, l'IL-1β et 

l'endotoxine, et en cas de dysfonctionnement métabolique, tel qu'une augmentation du niveau 

sérique de LDL et de glucose, les CEs subissent une activation, ce qui entraîne la perte de 

marqueurs des cellules endothéliales et l'acquisition des marqueurs des cellules 

mésenchymateuses.  

L'EndTM contribue au dysfonctionnement endothélial dans des conditions inflammatoires et 

de dysfonctionnement métabolique, avec des médiateurs EndTM identifiés. Ce processus peut 

être à l'origine de diverses maladies postnatales, telles que la fibrose, l'HTAP et le syndrome 

métabolique. 
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Pathologies liées à la transition endothélio-mésenchymateuse  

La plasticité des CEs et l’EndTM sont des phénomènes importants pour le développement 

embryonnaire. La préservation de la fonction des CEs pendant la vie adulte est un processus 

actif et crucial pour l'homéostasie tissulaire. Le dysfonctionnement endothélial peut être une 

des conséquences de l’EndTM et peut conduire à un remodelage pathologique des tissus, 

contribuant ainsi à la progression d'une variété de maladies, telles que la fibrose et le 

développement tumoral (Figure 15). 
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Figure 15: L'EndMT peut contribuer au développement de multiples maladies, notamment 

les maladies fibrotiques et le cancer (Ma, Sanchez-Duffhues et al. 2020).  

Fibrose cardiaque : Les CEs qui subissent une EndTM peuvent se différencier en cellules 
mésenchymateuses cardiaques induisant ainsi une fibrose cardiaque.  

Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) : l'accumulation de cellules fibrotiques dérivées de 
l’EndTM et surexprimant la α-SMA, peut épaissir et rétrécir les parois artérielles et favoriser le 
développement de l'HTAP.  

Athérosclérose (AS) : l'accumulation de fibroblastes dérivés de l’EndTM peut entraîner la 
croissance des plaques et faciliter leur épaississement. 

Fibrose des organes : les fibroblastes induits par l’EndTM sont une source de cellules de type 
fibroblastique dans la fibrose hépatique, la fibrose rénale et la fibrose intestinale. 

Le cancer : il a été démontré que jusqu'à 40 % des fibroblastes associés au cancer (CAF) dans 
les modèles animaux de cancer du pancréas ou de mélanome, étaient dérivés de l’EndTM.  

Les cellules tumorales sécrètent d'abondants facteurs de croissance, dont le TGF-β, qui stimule 
les CEs à se différencier en CAFs. Les CAFs peuvent favoriser l'invasion tumorale, les métastases 
et l'évasion immunitaire. De plus, les facteurs de croissance sécrétés par les cellules 
cancéreuses (TGF-β) induisent l’EndTM des CEs qui tapissent les vaisseaux sanguins tumoraux. 
Les cellules mésenchymateuses dérivées de l’EndTM affaiblissent la perméabilité de la barrière 
endothéliale en raison de l'allongement de la forme des cellules et de la perte de molécules 
d'adhésion telles que les claudines et la VE-cadhérine. Ces effets facilitent l'intravasation et 
l'extravasation des cellules cancéreuses. 
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3-4- La transition endothélio-mésenchymateuse dans les maladies vasculaires 

pulmonaires  

 L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une pathologie qui résulte de l’augmentation 

de pression artérielle dans l’artère pulmonaire. Cette hypertension est due à un 

rétrécissement du diamètre des artères des poumons et a un impact délétère sur le ventricule 

gauche du cœur qui devient hypertrophique (Farber and Loscalzo 2004). Des mutations 

génétiques affectant la BMPR2 (Bone Morphogenetic Protein Receptor Type 2) ont été 

trouvées dans 70 % des cas d'HTAP familiale et dans 10 à 40 % des cas d'HTAP idiopathique 

(Ranchoux, Antigny et al. 2015).  De plus, les cas non génétiques d'HTAP, présentent une 

diminution de l'expression de BMPR2, en raison d'un environnement inflammatoire qui 

affecte négativement l'expression de BMPR2  (Hurst, Dunmore et al. 2017, Orriols, Gomez-

Puerto et al. 2017) (Sánchez-Duffhues, García de Vinuesa et al. 2019). L’utilisation de deux 

groupes de souris qui exprime deux différents marqueurs endothéliaux, le Tie2 et VE-

cadhérine, en combinaison avec des immunomarquages pour les marqueurs, α-SMA et 

MYH11, Qiao et al. (2014) ont démontré l’induction de l’EndTM dans les vaisseaux 

pulmonaires dans un modèle animal expérimental d'HTAP induit par la monocrotaline et la 

pneumonectomie (Qiao, Nishimura et al. 2014). D’autre part, d’autre études ont confirmé la 

présence d’une EndTM dans des coupes pulmonaires de patients atteints d'HTAP (Ranchoux, 

Antigny et al. 2015).  De plus, Good et al. (2015) ont démontré la présence de cellules ayant 

acquis un phénotype mésenchymateux par la colocalisation de l'expression de vWF et l’α-

SMA. Cette étude a été réalisée sur un modèle de poumons de souris hypoxie/SU5416 et sur 

des échantillons de patients atteints d'HTAP, et il a été démontrée une surexpression de l’α-

SMA sur des sections de poumons de souris en hypoxie/SU5416 et les échantillons de patients 

atteint d'HTAP (Good, Gilbane et al. 2015). De plus, les cellules endothéliales des artères 
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pulmonaires (PAEC) subissent une EndTM à la suite d'une stimulation par les cytokines 

inflammatoires IL-1β, TNFα et TGF-β, et sécrètent à leur tour davantage de cytokines pro-

inflammatoires qui peuvent favoriser davantage la progression de l'HTAP (Good, Gilbane et al. 

2015).  

 

Figure 16: Représentation schématique de la transition endothéliale-mésenchymateuse 

(EndTM) impliquée dans les maladies pulmonaires (Yun, Kook et al. 2020). 

Les cellules endothéliales stimulées par le TGFβ, IL-1β, TNFα et l'hypoxie subissent une EndTM. 

L’EndTM contribue à la pathogenèse des maladies pulmonaires, notamment l'hypertension 
artérielle pulmonaire (HTAP), la fibrose pulmonaire radio-induite (FPR) et la fibrose pulmonaire 
idiopathique (FPI).   
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3-5- La transition endothélio-mésenchymateuse dans le contexte de la greffe 

d’organe 

Très peu d’études ont décrit l’implication de l’EndTM dans le contexte de la greffe d’organe. 

En 2017, Wang et al (Wang, Han et al. 2017)) , ont émis l’hypothèse que la fibrose rénale est 

la principale cause du dysfonctionnement chronique et de l’échec de l'allogreffe rénale et que 

la transition endothéliale-mésenchymateuse (EndTM) induite par le TGF-β est une cause de 

cette fibrose.  L’étude a été réalisée sur des cellules endothéliales (HUVECs) et des coupes de 

tissus rénaux provenant de patients transplantés du rein. L’induction de l’EndTM a été réalisée 

par le TGF-β. L’apparition de l’EndTM a été étudiée par western blot, qRT-PCR et ELISA. Les 

données ont démontré une diminution de l’expression de la VE-cadherin et du CD31 

accompagnée d’une augmentation de l’expression du α-SMA et du collagen I de façon temps-

dépendant après stimulation par 5 ng/ml de TGF-β1 pendant 72 heures. Les chercheurs ont 

étudié l’expression du TGF-β1, de l'α-SMA, du CD31 et du collagène I/III par marquage 

fluorescent de coupes de tissus rénaux provenant de patients transplantés du rein. Le 

marquage a démontré une augmentation de l’expression du TGF-β1, du α-SMA et du 

collagène I et III avec une diminution de l’expression du CD31. Les chercheurs ont validé ainsi 

l’hypothèse que le TGFβ-1 est un inducteur de l’EndTM, et que cette EndTM peut être une 

cause du développement de la fibrose interstitielle rénale chez les patients greffés du rein par 

le biais des voies de signalisation TGF-β/Smad et Akt/mTOR/p70S6K (Wang, Han et al. 2017). 

 

 

 



63 
 

3-6- La transition endothélio-mésenchymateuse dans les conditions de 

l’hyperglycémie   

L'hyperglycémie chronique est le principal facteur d'apparition et de progression des 

complications connue du diabète (complications qui touchent le rein, le système nerveux et 

le système cardiovasculaire) (Deshpande, Harris-Hayes et al. 2008). Ces complications sont 

secondaires aux altérations structurelles et fonctionnelles des organes et des tissus causées 

par une augmentation de l'absorption cellulaire de glucose (Wellen and Hotamisligil 2005). 

Cela active les voies inflammatoires qui conduisent à un dépôt excessif de protéines de la 

matrice extracellulaire (MEC) et à un épaississement de la paroi des vaisseaux (Wellen and 

Hotamisligil 2005), (Wynn 2008). La fibrose tissulaire est la cause commune de la plupart des 

complications diabétiques, notamment l'athérosclérose, la cardiomyopathie, la néphropathie 

et la rétinopathie (Ban et Twigg, 2008). Les myofibroblastes sont les médiateurs de 

l'accumulation pathologique de la MEC (Kendall and Feghali-Bostwick 2014). Ces cellules sont 

normalement impliquées dans la réparation des tissus et sont éliminées par apoptose à la fin 

du processus de réparation. Cependant, dans des situations pathologiques, leurs activations 

immodérées conduit à un dépôt excessif (Micallef, Li et al. 2012).  Les fibroblastes 

représentent la source principale des myofibroblastes, mais ces derniers peuvent provenir 

également des cellules mésenchymateuses résidentes ou dérivées de la moelle osseuse, ainsi 

que des cellules endothéliales, par le biais de l’EndTM (Micallef, Li et al. 2012) (Kendall and 

Feghali-Bostwick 2014). L’EndTM apparaît comme un acteur important dans la pathogenèse 

de la fibrose diabétique (Souilhol, Harmsen et al. 2018). Plusieurs études on mit en évidence 

que l’hyperglycémie induit des altérations de CE entrainant un déséquilibre entre la 

vasodilatation et la vasoconstriction ainsi que le développement de complications 
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inflammatoires et vasculaires (Meza, La Favor et al. 2019). En outre, il a été démontré que des 

concentrations élevées de glucose déclenchent la transition de l'endothélium vers un 

phénotype mésenchymateux (Giordo, Ahmed et al. 2021). Dans l'ensemble, l'EndTM semble 

représenter le lien dans l'interaction entre l'inflammation et la dysfonction endothéliale dans 

les complications diabétiques (Man, Sanchez Duffhues et al. 2019). Dans le diabète, le stress 

oxydatif apparaît comme un déclencheur important de la transformation des CEs en 

myofibroblastes et du remodelage vasculaire (Montorfano, Becerra et al. 2014). En effet, 

l'hyperglycémie peut augmenter la production de ROS, qui à leur tour activent des voies de 

signalisation conduisant à la perturbation de l'hémostase des CEs (Zou, Liu et al. 2017). De 

plus, plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans la régulation de l'EndMT, par 

exemple, la voie de signalisation du TGF-β, la signalisation Notch, la voie de signalisation du 

FGF/FGFR1, les voies médiées par Smad2/3 (Piera-Velazquez and Jimenez 2019) et les 

cascades de signalisation pro-inflammatoires (Lin, Zhao et al. 2018),(Ursoli Ferreira, Eduardo 

Botelho Souza et al. 2019). 

3-7- Fibrose des organes induite par l’EndTM  

L’EndTM est impliquée dans le développement de la fibrose de plusieurs organes, tels que le 

poumon, le rein et le foie (Piera-Velazquez, Mendoza et al. 2016). L'origine des fibroblastes 

dans la fibrose rénale a été étudiée par Zeisberg et al. en utilisant trois modèles différents de 

maladie rénale chronique chez la souris (Zeisberg, Potenta et al. 2008). Dans les sections de 

rein, jusqu'à 50 % des fibroblastes présentaient l'expression d'un marqueur endothélial (CD31) 

et de marqueurs mésenchymateux (FSP-1 et α-SMA, respectivement). Les résultats ont 

démontré  la contribution de l’EndTM dans l'accumulation de fibroblastes dans le rein et dans 

l’induction de fibrose rénale (Zeisberg, Potenta et al. 2008). Li et al. ont également fourni des 
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preuves de l'existence de l’EndTM et de son rôle dans le développement précoce de la fibrose 

interstitielle rénale diabétique (Li, Qu et al. 2009). Ils ont utilisé le traçage de la lignée 

endothéliale avec un modèle de souris transgénique Tie2-Cre (qui possède le récepteur 

tyrosine kinase spécifique de l'endothélium de souris) et marqué avec du EGFP (Enhanced 

Green Fluorescent Protein) dans le but de distinguer les cellules dérivées de l'endothélium. Ils 

ont constaté une surexpression de l’α-SMA dans CEs en transition dans le modèle de souris 

atteintes de néphropathie diabétique (Li, Qu et al. 2009). Une surexpression de la α-SMA a 

également été observée dans les cellules endothéliales des artérioles afférentes/efférentes 

des glomérules, indiquant que les cellules mésenchymateuses de type ‘myofibroblastique’ 

dérivées de l’EndTM favorise la sclérose glomérulaire (Li, Qu et al. 2009). L’EndTM a également 

été associée à la fibrose du foie. Les coupes de tissus hépatiques provenant d'une 

hypertension portale idiopathique (HPI) ont montré une double coloration positive pour le 

CD34 et le S100A4, qui sont respectivement des marqueurs de CEs et de myofibroblastes. Sur 

la base d'une augmentation des niveaux de Smad2 phosphorylé, la signalisation TGF-β peut 

être liée à l'EndTM dans l'endothélium de la veine porte et conduire à une éventuelle sténose 

et oblitération de la veine porte dans l’HPI (Kitao, Sato et al. 2009).  

3-8- Traitement possible pour la prévention de l’apparition de l’EndTM  

Récemment, plusieurs médicaments en cours d'essai clinique ont été signalés comme 

inhibiteur de l'EndMT dans divers modèles de pathologie animales (Tableau 3). Ces 

médicaments inhibent l'EndMT en ciblant diverses voies de signalisation, telles que DPP-4 

(Kanasaki, Shi et al. 2014, Suzuki, Tada et al. 2017), Smad (Yao, Li et al. 2018), TGF-β (Yao, Li 

et al. 2018) et l’AMPK (Tsai, Lee et al. 2019). Le Nintedanib, un traitement contre la fibrose 

pulmonaire, a montré des effets anti-modelage vasculaire dans l'hypertension pulmonaire 
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(Tsutsumi, Nagaoka et al. 2019). Le Macitentan, également approuvé pour le traitement de la 

fibrose pulmonaire, a inhibé l'EndMT médiée par le TGF-β et l'ET-1 dans les CEs isolées de 

patients atteints de sclérose systémique (Cipriani, Di Benedetto et al. 2015).  

Des données récentes ont démontré qu’il existe un lien entre l’apparition des complications 

diabétiques et l'EndMT. Une hyperglycémie peut entraîner une EndMT, qui est régulée par 

des miARN (miR-200b et miR-18a-5p) (Cao, Feng et al. 2014, Geng and Guan 2017). La 

Vildagliptine, un inhibiteur de l’enzyme DDP-IV utilisé dans le traitement du DT2 , régule 

l'EndMT et présente des effets anti-fibrotiques dans un modèle murin (Suzuki, Tada et al. 

2017).  De plus, le Liraglutide, utilisé dans le traitement du DT2 et le Losartan un anti-

hypertenseur, inhibent l'EndMT et l’apparition des complications liées au diabète chez des 

souris diabétiques (Kanasaki, Shi et al. 2014, Yao, Li et al. 2018, Tsai, Lee et al. 2019).  
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Tableau 2 : Médicaments utilisés en clinique pour inhiber l'EndMT (Choi, Nam et al. 2020)
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4- Le Glucagon-Like-Peptide  

4-1- Le Glucagon Like Peptide (GLP-1) : généralité 

Le Glucagon Like Peptide (GLP-1), et le glucagon sont codés par le même gène Gcg dans les 

cellules L intestinales et les cellules α pancréatiques respectivement. Il résulte d'un clivage 

post-traductionnel du produit du gène du glucagon par la convertase PC1/3 de la pro-

hormone (Papaetis 2014). Il est l’une des principales hormones incrétines  de l’organisme 

(Pegah, Abbasi-Oshaghi et al. 2021), (Meier, Nauck et al. 2002). Il est synthétisé dans les 

cellules L entéro-endocrines de l'intestin puis libéré dans la circulation sanguine à la suite de 

l’introduction du bol alimentaire contenant des protéines hydrolysées, des graisses ou bien 

des glucides  (Doyle and Egan 2007).  Le GLP-1 se fixe à un récepteur spécifique couplé à une 

protéine G présent dans divers tissus tels que le pancréas, le cerveau, les reins, les poumons, 

le cœur et dans les principaux vaisseaux sanguins (Doyle and Egan 2007).  Dès l’activation du 

récepteur du GLP-1, l’adénylyl-cyclase est activée ce qui génère de l’adénosine 

monophosphate cyclique (AMP) conduisant à une activation AMPc-dépendante des voies de 

signalisation secondaire PKA et Epac (Doyle and Egan 2007). Les effets du GLP-1 ont été 

amplement étudiés au cours de ses dernières années. Dans les cellules pancréatiques, le GLP-

1 stimule l'expression du transporteur de glucose de type 2 (GLUT2) qui est une protéine 

impliquée dans le transport passif du glucose à travers la membrane cellulaire (Villanueva-

Peñacarrillo, Puente et al. 2001). De plus, le GLP-1 stimule la sécrétion de l’insuline par les 

cellules β du pancréas en réponse à une hyperglycémie tout en inhibant la production de 

glucagon par les cellules α (Holst, Orskov et al. 1987) -  (Lafferty, O'Harte et al. 2021). Le GLP-

1 inhibe la production de cytokines pro-inflammatoires telles que l'IL-6, le TNF-α et l'interféron 

(Lee and Jun 2016). L’amide du GLP-1 (7-36) est la forme active circulante dominante chez 
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l’homme avec une concentration moins élevée pour la forme bioactive du GLP-1(7-37) 

(Müller, Finan et al. 2019). Le GLP-1 est rapidement dégradé par l’enzyme dipeptidyl 

peptidase-IV (DPP-4) dans le sérum suite à la présence d'un site de reconnaissance de la DPP-

4 dans l'extrémité N-terminale (Lee and Lee 2017).  La DPP-4 est une enzyme circulante dans 

le sang, qui a la capacité de cliver le peptide GLP-1 (7-36) pour le transformer en une forme 

inactive : le GLP-1 (9-36). Par conséquent, comme le GLP-1 est rapidement dégradé, il est 

nécessaire de développer des analogues résistant à l’enzyme DPP-4 pour augmenter sa demi-

vie biologique et être utilisable en clinique.   

4-2- Le récepteur au GLP-1 et sa distribution physiologique  

A ce jour un seul récepteur du GLP-1 a été identifié, le GLP-1R (Thorens 1992). C’est par 

l’intermédiaire de ce récepteur transmembranaire que le GLP-1 actif exerce ses fonctions 

biologiques. Cette protéine de 463 acides aminés est capable de reconnaître des peptides 

dérivés du proglucagon endogène, tels que le GLP-1, l’Oxyntomoduline ainsi que des 

molécules pharmacologiques exogènes analogues du GLP-1 comme l’exendine 4. Comme tous 

les membres de sa famille, le GLP-1R possède un long domaine N-terminal extracellulaire 

capable de reconnaître ses peptides cibles ainsi qu’un domaine C-terminal intracellulaire. 

Entre les deux, la partie centrale est composée de sept domaines transmembranaires. C’est 

donc au niveau de la partie N-terminale que se fait la reconnaissance du GLP-1 (Scrocchi, 

Brown et al. 1996). En plus du pancréas, l’ARNm codant pour le GLP-1R a également été 

retrouvé dans d’autres tissus tels que les poumons, le cœur, le cerveau, les reins et le tube 

digestif (Wei and Mojsov 1995). Ses fonctions dans ces différents organes ne sont pas encore 

toutes élucidées. Outre l'augmentation de la sécrétion d'insuline, le GLP-1 présente une 

variété d'effets supplémentaires, notamment en favorisant la satiété et en réduisant la prise 
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alimentaire (Flint, Raben et al. 1998), en retardant le temps de vidange gastrique (Nauck, 

Quast et al. 2021), en inhibant la libération de glucagon (Orskov, Holst et al. 1988) et en 

protégeant les cellules bêta de l’apoptose (Farilla, Bulotta et al. 2003).  

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Effet du GLP-1 et de ses analogues sur les différents organes (Ceccarelli, Guarino 
et al. 2013). 

 

 



71 
 

4-3- Les agonistes du récepteur au GLP-1 (GLP-1R)  

Les effets physiologiques du GLP-1 en font un bon candidat dans le traitement du DT2, car il 

existe chez les DT2 une diminution de la production d’insuline et une résistance à l’action du 

GP1 endogéne 

Toutefois, sa faible demi-vie limite son utilisation en clinique. Ainsi, deux approches ont été 

développées :  

Ø La première consiste à inhiber l’action de la DPP-4, permettant ainsi de rallonger la 

durée de vie du GLP-1 endogène. Ils constituent la famille thérapeutique des Gliptines 

(Inhibiteurs de DDP-4).  

Ø La deuxième consiste à utiliser un GLP-1 modifié de manière à assurer sa résistance 

vis-à-vis de la DPP-4. Ces analogues du GLP-1 sont des incrétino-mimétiques. 

 Actuellement en France, quatre analogues du GLP-1 sont commercialisés : l’Exénatide, 

le Liraglutide, le Dulaglutide et le Sémaglutide. 

4-3-a- L’Exénatide (Exendine-4)  

L'Exénatide (Byetta®) est le premier agoniste du GLP-1R à avoir été autorisé par la FDA en 

2005. L'Exénatide est une version synthétique de l'exendin-4, une hormone découverte dans 

la salive du monstre de Gila ( un lézard d’Amérique du Nord), composée de 39 acides aminés 

et présentant une similarité de séquence de 53 % avec le GLP-1 (Eng, Kleinman et al. 1992). 

L'Exénatide est également résistant à la dégradation par la DPP-4 car il contient un résidu 

glycine en position 8 au lieu d’un résidu alanine (le résidu ciblé par la DPP-4), induisant une 

demi-vie plus longue que celle du GLP-1 natif d’environ 2-4 heures chez l'homme (Kolterman, 

Kim et al. 2005) (Doyle and Egan 2007) .  L'Exénatide se lie au GLP-1R d’une façon similaire au 
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GLP-1 et a de nombreux effets anti-hyperglycémiques, en stimulant la libération d'insuline 

après une hausse du niveau de glucose et en diminuant le niveau de glucagon (Egan, Clocquet 

et al. 2002) - (Kolterman, Buse et al. 2003). L'Exénatide doit être injecté par voie sous-cutanée 

deux fois par jour, une autre formulation d’Exénatide à action prolongée, est administré une 

fois par semaine (Prasad-Reddy and Isaacs 2015). 

4-3-b Liraglutide (Victoza) 

Le liraglutide (Victoza®) est une protéine qui partage 97 % de sa séquence avec le GLP-1  

naturel et a une demi-vie de 13 heures (Prasad-Reddy and Isaacs 2015) . Après administration 

sous-cutanée, le profil d'action prolongée fait intervenir trois mécanismes : une auto-

agrégation qui permet une absorption lente, une liaison à l'albumine et une stabilité accrue 

vis-à-vis de l'enzyme dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV) et de l'enzyme endopeptidase neutre 

(EPN), ce qui se traduit par une longue demi-vie plasmatique. L'action du Liraglutide résulte 

d'une interaction spécifique avec les récepteurs du GLP-1, entraînant une augmentation de la 

formation d'AMPc (adénosine monophosphate cyclique). En comparaison avec le GLP-1, le 

Liraglutide induit une libération plus lente de l'albumine, une dégradation retardée et une 

clairance rénale plus faible du Liraglutide (Chang, Jakobsen et al. 2003). Le Liraglutide a une 

variété d'effets qui sont comparables à ceux du GLP-1. Il inhibe la mort cellulaire tout en 

stimulant la sécrétion d'insuline de façon glucose-dépendante (Buse, Rosenstock et al. 2009). 

Le Liraglutide doit être administré en S/C aux patients à la dose de 0,6 mg à 1,8 mg /jour 

(Dharmalingam, Sriram et al. 2011). 
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4-3-c- Dulaglutide (Trulicity)  

Le Dulaglutide (Trulicity®) a été approuvé par la FDA en 2014 en tant qu'agoniste humain du 

GLP-1R à action prolongée. La molécule comprend deux chaînes identiques liées par des ponts 

disulfures, chacune contenant une séquence analogue du GLP-1 humain modifié liée de 

manière covalente par un petit peptide de liaison à un fragment (Fc) de chaîne lourde 

d'immunoglobuline humaine modifiée G4 (IgG4). La partie du Dulaglutide analogue du GLP-1 

présente une homologie d'environ 90 % avec le GLP-1 natif humain (7-37) (Barrington, Chien 

et al. 2011). Cette structure protège le Dulaglutide de la dégradation réalisée par la DPP-4, ce 

qui améliore ses effets cliniques (Barrington, Chien et al. 2011). La demi-vie du Dulaglutide est 

de 5 jours, ce qui le rend approprié pour une administration hebdomadaire.  

4-3-d-Le Sémaglutide (Ozempic®) : 

La fréquence d’administration du Sémaglutide est similaire à celle indiquée pour le 

Dulaglutide (Knudsen and Lau 2019).  La séquence peptidique du Sémaglutide présente 94 % 

d’identité avec celle du GLP--1, et comporte notamment deux modifications d’acides aminés 

: la première abolit le site de liaison à la DPP4 et la seconde permet la liaison d’un acide 

stéarique en position C26 (Knudsen and Lau 2019). Ces deux modifications contribuent à 

prolonger la durée d’action du peptide, qui est de 8 jours pour le Sémaglutide injectable, alors 

qu’elle n’est que de quelques minutes pour le GLP-1 natif (O'Neil, Birkenfeld et al. 2018). Il 

existe aussi la formulation per os de Sémaglutide en cours d’évaluation (Husain, Birkenfeld et 

al. 2019). 
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4-4- Essais cliniques réalisés avec le Dulaglutide  

La sécurité cardio vasculaire des agonistes du GLP-1R a été démontrée chez des patients DT2 

(Nissen and Wolski 2007). En effet, certaines de ces molécules ont permis de réduire de 

manière significative la survenue d’événements cardiovasculaires majeurs (McGuire, Marx et 

al. 2019)-  (Marso, Bain et al. 2016). Les mécanismes par lesquels les agonistes du GLP-1R 

exercent ces effets bénéfiques ne sont pas complètement compris. Les effets reconnus de 

ces molécules qui pourraient contribuer au bénéfice cardiovasculaire comprennent 

l'amélioration du contrôle glycémique, la réduction du poids et la réduction de 

l’hypertension artérielle, l'amélioration du bilan lipidique et la réduction des complications 

associées au diabète, y compris les maladies rénales (Holman, Bethel et al. 2017)-  (Gustavo 

2019). 

- Etude REWIND (Researching cardiovascular Events with a Weekly INcretin in Diabetes):  

L'étude REWIND a pour but d’examiner l'effet de l'agoniste du GLP-1R, le Dulaglutide, sur la 

survenue des principaux événements cardiovasculaires chez des personnes atteintes de DT2 

avec antécédents d’événement cardiovasculaires ou en prévention primaire chez 75% des 

patients de la cohorte. Les patients avaient un suivi médian de 5,4 ans, le plus long à ce jour 

pour un essai thérapeutique portant sur un agoniste des récepteurs du GLP-1 (Wiviott, Raz et 

al. 2019). Le critère composite MACE ( comprenant infarctus du myocarde non fatal ou 

Accident vasculaire cérébral non fatal ou un décès de cause CV) était atteint chez 12,0 % des 

patients traités par le Dulaglutide, soit un taux d'incidence de 2,4 pour 100 (personnes-

années) contre 13,4 % dans le groupe placebo, soit un taux d'incidence de 2,7 pour 100 

(années-personnes) (hazard ratio [HR] 0.88; 95% confidence interval [CI] 0.79–0.99; p=0.026) 

(Doupis 2019) (figure 18). 
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Figure 18 : Essai REWIND : Critère de jugement principal des événements cardiovasculaires 

majeurs (Doupis 2019). 

D’après les résultats de cette étude le Dulaglutide peut être considéré comme une option utile 
dans la gestion du contrôle de la glycémie chez les personnes atteintes de DT2 et présentant 
soit des antécédents de maladies cardiovasculaires, soit des facteurs de risque 
cardiovasculaires. 

 

4-5- Effet des agonistes du GLP-1R sur les cellules pancréatiques  

De nombreuses études démontrent l’effet bénéfique des analogues du GLP-1 sur la 

cytoprotection des îlots pancréatiques, plus particulièrement de la cellule β. En effet, 

l’Exénatide, présente des propriétés anti-inflammatoires en diminuant le contenu des îlots en 

FT, IFN-γ, IL-1ß et IL-2 (Cechin, Pérez-Álvarez et al. 2012). En ce qui concerne la greffe d’îlots 

pancréatiques, l’équipe de Shapiro a mis en évidence que l’application d’1μM de Liraglutide à 

des îlots humains pendant 24 et 48 heures réduit significativement le taux d’apoptose et 

augmente le nombre et la taille des îlots (Toso, Pawlick et al. 2011), suggérant l’utilisation d’un 

analogue du GLP-1 en pré et post greffe. Les analogues du GLP-1 ont démontré leurs effets 

cytoprotecteurs sur les cellules endothéliales en étant anti-inflammatoires. L’application de 
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100 nM de Liraglutide sur des cellules endothéliales induit la diminution de l’expression de 

VCAM-1 et de l’E-sélectine et l’adhérence des monocytes, par des mécanismes impliquant 

l’AMP Kinase (Krasner, Ido et al. 2014) .  
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5- Les Microparticules : Vésicules extracellulaires avec effets pro-

inflammatoires et pro-coagulants  

5-1 Les vésicules extracellulaires (EVs) :  

Les vésicules extracellulaires constituent une famille hétérogène de vésicules, générées à 

partir de différents compartiments subcellulaires et libérées dans l'espace extracellulaire. Il 

s’agit des exosomes d’origine endosomale largement étudiés dans les réponses immunitaires, 

des microparticules, issus de la membrane plasmique et le plus souvent investiguées dans le 

sang, et les corps apoptotiques également en réponse à un stress apoptotique. Leurs 

compositions diversifiées et de leurs contenus biologiques, ont fait des EV des marqueurs 

spécifiques de l'activation cellulaire et des processus pathologiques. Leur potentiel en tant 

que biomarqueurs diagnostiques et pronostiques ont suscité un intérêt significatif dans 

différentes pathologies (Jansen, Nickenig et al. 2017). En particulier, les propriétés 

immunomodulatrices des exosomes sont connues et pourraient être impliquées dans la 

régénération tissulaire et vasculaire.  (Mohan, Agarwal et al. 2020). 
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Figure 19 : Ils existent trois types de vésicules extracellulaires : les exosomes d’origine 
endosomale (émises par exocytose), les microvésicules (émises par bourgeonnement de la 

membrane plasmique) et les corps apoptotiques (émises suite à un stimulus apoptotique) 

(Gustafson, Veitch et al. 2017). 

  

5-2- Les Microparticules (MPs) : 

Les microparticules sont émises par la membrane plasmique. Leur taille varie de 0,1 à 1 µm 

(VanWijk, VanBavel et al. 2003). Elles transportent plusieurs types de molécules (ARNm, ADN, 

lipides et protéines activés) qui caractérisent la cellule émettrices et/ou le stress ayant induit 

leur émission.  Les MPs se comportent comme des effecteurs cellulaires et transfèrent leur 

contenu (Morel, Ohlmann et al. 2005). La libération des MPs ce fait en réponse à l’activation 

cellulaire. Dans le sang, elles sont principalement issues des plaquettes, de cellules 

endothéliales, des leucocytes et d’érythrocytes (França, Izar et al. 2015). Dans le passé, les 
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MPs étaient considérées comme des "débris/poussière cellulaires" (Patz, Trattnig et al. 2013). 

En 1999, des taux élevés de microparticules endothéliales (MPE) circulantes ont été observés 

dans différentes pathologies (Combes, Simon et al. 1999) suggérant qu’elles seraient des 

biomarqueurs de risque thrombotique  à possible valeur  diagnostiques et pronostiques 

(Curtis, Edelberg et al. 2013).  

5-2-1 Mécanismes généraux de la biogénèse des microparticules  

La génération de MPs implique une réorganisation du cytosquelette avec l'inhibition des 

activités translocase et l'activation des activités scramblase et floppases. Ces changements 

sont induits par l’influx calcique (Ca2+) conduisant à l'activation de la calpaïne et à la protéolyse 

subséquente des protéines du cytosquelette de façon calcium-dépendante (Miyoshi, 

Umeshita et al. 1996). Les voies de signalisation spécifiques à chaque stimulus et conduisant 

à ces changements membranaires ne sont pas encore bien caractérisées. Deux observations 

clés ont conduit à la découverte de MP procoagulantes dans le plasma frais dépourvu de 

plaquettes. Premièrement, l’identification par Chargaff (1946) d’une activité procoagulante 

dans le précipité obtenu par centrifugation de ce plasma à haute vitesse (30 000 g, 120 min) 

(Chargaff and West 1946). Puis, la confirmation par Wolf (1967) de ce phénomène et 

l’identification dans ces précipités, par microscopie électronique, de très petites particules 

d’origine plaquettaire (Chargaff and West 1946). Cette activité procoagulante des MP est 

associée à la présence de la PS dans le feuillet externe de la membrane et de facteur tissulaire 

(FT), une protéine transmembranaire synthétisée par les fibroblastes, les leucocytes et les 

cellules endothéliales. La PS joue un rôle pivot dans l’assemblage membranaire de facteurs 

de la coagulation et le FT est le principal initiateur de la séquence d’activation aboutissant à la 

formation de thrombine et, in fine, au caillot fibrino-plaquettaire. La description d’un défaut 
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dans la translocation de phospholipides membranaires et dans la libération de MP 

plaquettaires, érythrocytaires et lymphocytaires chez des patients ayant un syndrome 

hémorragique (syndrome de Scott) a confirmé le rôle physiologique de ces MPs dans la 

réponse hémostatique (Sims, Wiedmer et al. 1989). Ces caractéristiques, présence de PS et/ou 

de FT, ont orienté les travaux sur les MP dérivées de plaquettes ou de leucocytes vers l’étude 

de leur rôle dans la coagulation (Diamant, Tushuizen et al. 2004) . Ainsi, leur activité 

procoagulante est actuellement considérée comme un déterminant du risque de thrombose 

au cours de plusieurs situations pathologiques (Combes, Simon et al. 1999, Morel, Toti et al. 

2006). 

Techniques de mesure des microparticules 

5-3- Techniques de mesure des microparticules 

La première mise en évidence des microparticules remonte à 1967 où Wolf isola du plasma 

des éléments infra-micrométriques présentant une activité pro-coagulante intrinsèque. Il 

réussit à les visualiser par microscopie électronique (Wolf 1967). 

5-3-1- Phase pré-analytique  

L’analyse des microparticules requiert des conditions pré-analytiques précises. Le 

prélèvement doit être réalisé dans des conditions standards. La ponction veineuse 

périphérique (19 à 22 Gauge) est réalisée sur citrate de sodium pour éviter la stimulation 

cellulaire et des facteurs de la coagulation dans le tube de prélèvement. Des études ont évalué 

l’utilisation de tubes contenant de l’EDTA (Acide Ethylène Diamine Tétracétique), de l’ACD 

(Acide citrique, Citrate de sodium, Dextrose) ou de l’héparine. Elles ont montré que le nombre 

de microparticules était plus élevé avec des tubes contenant de l’héparine et de l’EDTA 
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comparé aux tubes contenant du citrate, qui lie le calcium circulant  (Yuana, Bertina et al. 

2010, Lacroix, Judicone et al. 2012). Cependant l’EDTA, altère les propriétés de certaines 

protéines dont la conformation dépend du calcium lié à certains de leurs domaines (Piccin, 

Murphy et al. 2007).   

Après le prélèvement, les tubes doivent être centrifugés dans l’heure suivant le recueil pour 

éviter la stimulation artéfactuelle des cellules et des facteurs de coagulation. Les sociétés 

savante ESC et ISEV et ISTH fournissent régulièrement des recommandations sur les méthodes 

de purification et de mesure des MPs pour s’adapter à l’avancement des techniques et 

connaissances et améliorer la détection des MVs dans les fluides biologiques. 

5-4 Les méthodologie de caractérisation de dosages des microparticules 

Depuis 1967, d’autre techniques d’identification par microscopie de fluorescence ont été 

développées. Récemment, Yuana et al. (Yuana, Oosterkamp et al. 2010) ont utilisé la 

microscopie à force atomique pour détecter et quantifier les microparticules d’origine 

plaquettaire ainsi que pour étudier la distribution de leur taille. Les microparticules sont 

également identifiables par leurs propriétés procoaguantes à l’aide de tests enzymatiques. 

Ces tests peuvent être adaptés pour la détermination de   l’origine cellulaire. Les principales 

techniques et leurs limites sont décrites dans le tableau 3. 
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Tableau 3 : Récapitulatif des différentes techniques de dosage des microparticules (d’après 

Carole Pellegrini)   

 

 

Méthode de 

quantification 

Avantages Inconvénients 

 
Cytométrie 

     - Sondes de    

      fluorescence 

- Propriétés de 

diffusion de la   

lumière 
- MPs en suspension 

- Rapide 

- Plusieurs antigènes 

analysables dans un 

seul échantillon 

- MPs analysées 

individuellement 

- Impossibilité de 

détecter des MPs 

inférieur à 100- 400 nm 

- L'identification de 

l'origine cellulaire 

dépend des anticorps 

de flux 
(Ibrahim and van den 

Engh 2007, Robert, 

Poncelet et al. 2009) 

 

 

Elisa 
(Hugel et al. 

2004) 

 
 
- Immunocapture 

- Répandu 

- Pas de restriction 

de taille 

- Analyse effectuée 

par lots 

- Aucune détermination 

de taille possible 

- Quantification sur la base 
d’un seul antigène 

Essais 

fonctionnels 

- Activité 

procoagulante 
- Activité enzymatique 

- Indépendant de la taille 

- Fournit une 
indication de l'activité 

biologique 

- Analyse effectuée par 

série - Pas de 

détermination de la 

taille possible 

 

Microscopie à 

force 

atomique 

 
 
 
 
- Comptage 

- Détection précise 

de taille, de structure 

3D 

- Quantification et 

analyse fonctionnelle 

de leur teneur en 

protéine 

- Technologie délicate 

- Développement de 

surface coatés 

d’anticorps spécialisés 

(Leong, Podor et al.   
2011, Calo, Reguera et   

al. 2014)   

Nanoparticle 

tracking 
(Dragovic, Gardiner et 

al. 2011, van der Pol, 

- Diffusions de la 

lumière 

- Mouvements 

browniens des 

MPs 

- Visualisation des 

MPs de taille comprise 

entre 25 et 1500 nm 

- Enumération 
- Marquage individuel 

- Technologie pas 

facilement 

disponible 

- Temps d'analyse long 

- Coûteux 
Coumans et al. 2014)    
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5-5- Les microparticules endothéliales : Des vésicules sophistiquées modulant la 

fonction vasculaire et tissulaire 

Plusieurs types de médiateurs physiopathologiques, tels que le TNFα, la thrombine, 

l'inhibiteur de l'activateur du plasminogène-1 (PAI-1), l'angiotensine II et les 

lipopolysaccharides bactériens (LPS), peuvent induire la formation concentration-dépendante 

de MPs endothéliales, ce qui a été démontré in vitro pour différents type cellulaires (Combes, 

Simon et al. 1999) (Peterson, Sander et al. 2008) (Burger, Montezano et al. 2011) (Sapet, 

Simoncini et al. 2006). La compréhension fine des mécanismes associés à la formation de MPs 

endothéliales in vivo et l’indentification des stress physiopathologiques initiateurs fait encore 

défaut. Barry et al. ont observé que les microparticules plaquettaires induisait l'expression 

endothéliale de COX-2 et la prodution de prostacycline (PGI2), et favoriser l'adhésion des 

monocytes à l’endothélium (Barry, Pratico et al. 1997), (Barry, Praticò et al. 1998). Les effets 

des microparticules s'étendent à la coagulation, au tonus vasculaire, à l'inflammation, à 

l'angiogenèse , aux métastases, à la régénération et peut-être même au façonnement de la 

réponse immunitaire innée et adaptative (Markiewicz, Richard et al. 2013). Les 

microparticules détournent les récepteurs fonctionnels, les protéines, les lipides bioactifs et 

le matériel génétique de la cellule parentale et se comportent comme des navettes convoyant 

des molécules actives, et des effecteurs de l'environnement intercellulaire (Silambanan, 

Hermes et al. 2020). Le fait que les microparticules se forment toujours dans des circonstances 

délétères est peut-être une simplification de leur rôle (Curtis, Edelberg et al. 2013) -  

(Silambanan, Hermes et al. 2020).  De fait, elles font probablement partie de l’ensemble de 

l’homéostasie cellulaire et l’étude de leurs cinétiques d’apparition et des variations de lleurs 

capacités effectrices est souvent négligée. 
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5-6-Biogénèse des MPs endothéliales (MPE) 

Il a été montré in vitro que les facteurs pro-inflammatoires, pro-apoptotiques et pro-

coagulants provoquent la formation et la libération de MPs endothéliales (MPE). De plus, les 

facteurs rhéologiques favorisent l’émission de MPs. Ainsi, les patients en insuffisance rénale 

terminale hémodialysés et à haut risque cardio-vasculaire, ont un taux de MPs endothéliales 

circulant inversement corrélé aux forces de cisaillement de l’artère brachiale (Boulanger, 

Amabile et al. 2007). La génération accrue de MPs endothéliales peut être considérée comme 

un événement marquant le début d'un dysfonctionnement endothélial, ce qui est observé 

dans le cadre du tabagisme passif qui s’accompagne chez le sujet sain d’une altération du 

tonus vasculaire et d’une élévation de la libération des MPs endothéliales (Heiss, Amabile et 

al. 2008). L'analyse par cDNA arrays du profil d’expression des cellules endothéliales 

microvasculaires (HMEC) stimulées par la thrombine a montré une augmentation rapide dans 

les deux heures de l’expressions des gènes liés à l'organisation du cytosquelette (Sapet, 

Simoncini et al. 2006). L'activation du cytosquelette comme pré-requis à l’émission de MPs a 

également été retrouvée dans des cellules souches mésenchymateuses, en inhibant la 

formation de microfilaments par la cytochalasine B (Collino, Deregibus et al. 2010).  Plusieurs 

kinases ont été identifiées dans la signalisation de l’émission des MPE. L’apoptose des cellules 

endothéliales microvasculaires (HMEC) induite par la thrombine conduit à la surexpression de 

ROCK II (Rho kinase) après 18 heures et détectable dès 4 heures (Sapet, Simoncini et al. 2006). 

Par ailleurs, l’activation de ROCK II est dépendante de la caspase 2 et ce mécanisme de lyse 

du cytosquelette est indépendant de ROCK I, une autre kinase impliquée dans la libération des 

MPs plaquettaires (Nomura and Shimizu 2015). La formation de MPs endothéliales en réponse 

à l'angiotensine II (Ang II) est-elle dépendante et de NADPH et de ROCK.  Enfin, la thrombine 
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clive TRAIL membranaire et libère sa forme soluble qui se comporte comme une cytokine pro-

apoptotique en se liant au récepteur TRAIL/R2 induisant une libération de MPs endothéliales 

dépendante de NF-κB.  En effet, le TRAIL soluble et la thrombine induisent la libération de MPs 

endothéliales, alors que les milieux conditionnés de cellules endothéliales dépourvues de 

TRAIL et stimulées par la thrombine ne le font pas (Simoncini, Njock et al. 2009). Ces données 

indiquent une réponse inflammatoire endothéliale en réponse à la thrombine qui l’amplifie 

via TRAIL.  

Dans un autre contexte inflammatoire, les MPs endothéliale émises en réponse au TNF-α de 

manière P38 dépendante sont capables de favoriser l’action autocrine proinflammatoire qui 

se traduit par l’expression de l’ICAM-1 mais n’est plus P38 dépendante (Nomura and Shimizu 

2015).De plus, il a été démontré que le Clopidogrel (antiplaquettaire oral), inhibe la génération 

de MPs des HUVEC suite à son action sur la voie de signalisation MAPK p38. (Ryu and Kim 

2011). Par ailleurs, la perturbation des rafts lipidiques par la méthyl-β-cyclodextrine (MBC) et 

la nystatine abolit la formation des MPs, démontrant que le rôle des rafts lipidiques dans le 

processus d’émission des MPs, au site membranaire de leur formation. 
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Figure 20 : Représentation schématique de la formation de microparticules. (d’après B. 

Bakouboula et al. Frontiers in Transplantation) 

5-7- Action des microparticules sur les cellules endothéliales  

Les MPs sont impliquées dans la communication intercellulaire, dans les états physiologiques 

comme dans les états pathologiques. Elles jouent un rôle essentiel dans l'angiogenèse, 

l'inflammation, l'activation endothéliale ou la coagulation (Alexandru, Badila et al. 2016).  Les 

effets spécifiques des MPs dépendent de leur origine, de leur concentration, du stimulus de 

leur libération et ou de la maladie sous-jacente. Chez les patients DT2, les MPs circulantes ont 

des caractéristiques et effets différents sur l’angiogenèse selon des complications micro- et 

macrovasculaires (Tsimerman, Roguin et al. 2011). Les MPs contribueraient à la pathogenèse 

de maladies cardiovasculaires, en participant à la progression du dysfonctionnement 

endothélial conduisant éventuellement à l'athérothrombose ou l’hypertension (Silambanan, 
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Hermes et al. 2020)-(Versari, Daghini et al. 2009). Ainsi les taux de MPE circulantes semblent 

inversement corrélés aux performances endothéliales-dépendantes des vaisseaux.  L’émission 

de MPE est supérieure lorsque la disponibilité endothéliale du NO est faible et lorsque la 

barrière endothéliale est endommagée. D’une manière générale, le stress oxydant et la 

réponse aux cytokines inflammatoires sont connus depuis longtemps pour favoriser l’émission 

des MPE (Brodsky, Zhang et al. 2004) (Amabile, Guérin et al. 2005). De même, les MPs 

augmentent l'apoptose des cellules endothéliales et altèrent l'angiogenèse (Mezentsev, 

Merks et al. 2005). Les MPE exposent le facteur tissulaire et la Phosphatidylsérine. Elles sont 

capables de lier les facteurs de la coagulation et d'activer la cascade en favorisant la formation 

de thrombus aux sites des lésions endothéliales (Yong, Koh et al. 2013). Des plus, des MPE 

circulantes ont été identifiées dans le diabète de type 2 et la coronaropathie (Zarà, Guidetti 

et al. 2019).  Cependant, les propriétés des MPE sont complexes et dépendent de plusieurs 

facteurs tels que, leur composition, leur concentration, le stimulus de libération et le contexte 

pathologique. Elles ont également une fonction protectrice liée à la régénération et à la 

réparation vasculaire (Yáñez-Mó, Siljander et al. 2015).  Leur potentiel thérapeutique a  été 

démontré sur la néovascularisation post-ischémique par plusieurs études in vitro et in vivo 

(Tsimerman, Roguin et al. 2011) - (Letsiou and Bauer 2018). 

5-8- Les microparticules : Rôle en tant que marqueur de dysfonctionnement 

endothélial  

Les MPs endothéliales sont étroitement associées à la dysfonction endothéliale (Park and Park 

2015)-  (Shantsila, Wrigley et al. 2012).  Des études ont démontré des augmentations 

significatives des niveaux plasmatiques de MPEs en présence de facteurs de risque 

cardiovasculaire, tels que le tabagisme (Mobarrez, Antoniewicz et al. 2014) et  l'obésité 
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((Esposito, Ciotola et al. 2006)) et dans plusieurs maladies cardiovasculaires et métaboliques, 

telles que la coronaropathie, le diabète, le syndrome métabolique, l'hypertension pulmonaire, 

l'insuffisance rénale et l'insuffisance cardiaque (Yong, Koh et al. 2013),(Pisetsky, Ullal et al. 

2012), (Parker, Al-Husain et al. 2014), (Bartoloni, Alunno et al. 2015). Plusieurs études ont 

caractérisé, quantifié et analysé la pertinence des MPs en tant que marqueurs pro coagulants 

dans l’hypertension artérielle et pulmonaire, l’obésité, le DT1 et le DT2 (Jung, Chu et al. 2011), 

(Boulanger, Amabile et al. 2007, Song, Chou et al. 2015),  (Amabile, Heiss et al. 2008) (Sabatier, 

Darmon et al. 2002) (Boulanger, Amabile et al. 2007). Les MPE mais pas les MPs d'autres 

origines cellulaires seraient utiles pour le suivi de la progression des maladies cardiovasculaire, 

et de l'efficacité des traitements athéro-protecteurs (Alexandru, Badila et al. 2016),  (Nozaki, 

Sugiyama et al. 2010) -(Brogan, Shah et al. 2004)-  (Jung, Chu et al. 2011). Les MPE peuvent 

également constituer un biomarqueur plus stable que d'autres marqueurs de la fonction 

endothéliale vasoprotectrice tels que le NO, eNOS et l'ET-1 solubles. Elles seraient plus fiables 

dans certains cas car elles ne sont pas affectées par les substances pharmacologiques, telles 

que les nitrates (Song, Chou et al. 2015).  

5-9- Les microparticules endothéliales : biomarqueurs du diabète et maladie 

cardiovasculaires 

Dans le diabète, de nombreuses études suggèrent que les MPs endothéliales sont nocives et 

favorisent la  progression pathologique et les désordres cardiovasculaires liés  la diminution 

de la fonction endothéliale (Deng, Wang et al. 2016). Chez les patients atteints de DT2, les 

concentrations des MPE circulantes sont élevées lors de l’apparition de complications 

thrombotiques et elles portent du facteur tissulaire (Tsimerman, Roguin et al. 2011). D’après 

une étude in vitro (Ettelaie, Su et al. 2008), les MPs porteuses de TF générées par des cellules 
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mésenchymateuses rénales en réponse au glucose favorisent le développement des 

capillaires dans les cellules endothéliales de la peau humaine. Ainsi, les MPs endothéliales 

sont des indicateurs pour l'établissement d'un profil de risque cardiovasculaire dans le diabète 

(Sinning, Losch et al. 2011). Des taux élevés de MPs circulantes provenant des plaquettes, des 

monocytes, des lymphocytes, des granulocytes et des cellules endothéliales ont  aussi été 

signalées chez des patients atteints de DT1, DT2, de rétinopathie diabétique, de néphropathie 

diabétique, de maladie cardiovasculaire et d'ischémie vasculaire cérébrale  (Serebruany, 

Malinin et al. 2008) (Nomura, Inami et al. 2009) (Zhang, Ou et al. 2019) (Ogata, Imaizumi et al. 

2005, Zhang, Chen et al. 2018).  Enfin, Les lésions vasculaires chez les patients atteint de DT1 

provoquent un stress tissulaire qui déclenche la production de MPs pro-coagulantes 

circulantes favorisant le développement des complications thrombotiques (Nomura and 

Shimizu 2015). Dans le cadre de la transplantation d’îlots pancréatiques intra-portale les MP 

circulantes, dont les MPEs, ont été associées à la progression de la dysfonction du greffon et 

au rejet.  

5-10- Les microparticules endothéliales et l’EndTM  

Quelques études ont indiqué qu’il existe une implication directe des MPs dans la fibrose et 

peut-être dans l’apparition de la transition endothélio-mésenchymateuse (TEM). D’une 

manière générale, le contenu des MPs peut comprendre des médiateurs vasoactifs favorisant 

la vasoconstriction (comme le thromboxane), des facteurs de croissance (TGF-β et PDGF) et la 

protéine HMGB1 impliquée dans la fibrose (McCarthy, Wilkinson et al. 2016),(Dignat-George 

and Boulanger 2011). Dans le contexte de la sclérose systémique, les MPs plaquettaires isolées 

de patients ont été identifiées comme capables d’interagir avec les neutrophiles, de 

provoquer leur autophagie et favorisant la génération de (NETs) (Maugeri, Capobianco et al. 

2018). Il faut noter que, les MPs plaquettaires interagissent avec les NETs, eux-mêmes 
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susceptibles de se lier à l’endothélium inflammatoire. L’ensemble de ces données soutient 

l’hypothèse que les MPs sont des médiateurs de l’EndTM, déjà associée à la NETose  (Pieterse, 

Rother et al. 2017). En outre, les MPs pro-oxydantes favorisent la production des ROS de 

manière Nox-dépendante, maintenant ainsi un stress oxydant connu comme déclencheur 

important de la fibrose (Dignat-George and Boulanger 2011).  

5-11- Les microparticules et la régénération hépatique 

La néovascularisation rapide de la greffe d’îlots dans le foie reste un enjeu dans la 

transplantation d’îlots pancréatiques. Witek et ses collaborateurs ont montré que les 

concentrations de MP hépatiques stellaires portant le morphogène Sonin Hedgehog (Shh) 

sont élevées dans la bile de rats après une ligature du canal biliaire, un type de lésion 

hépatique qui s'accompagne d'un remodelage vasculaire hépatique rapide. Ces MPs-Shh+ 

s’accumulent dans le foie fibrotique et régulent la vasculogenèse et l'angiogenèse en 

modifiant l'expression de gènes dans les cellules endothéliales sinusoïdales. Les MPs dérivées 

de culture de cellules souches hépatiques humaines contribueraient à la régénération 

hépatique dans un modèle d’hépatectomie chez le rat, et apparaissent comme un outil 

thérapeutique potentiel (Herrera, Fonsato et al. 2010). Cependant, les propriétés 

fibrinolytiques des MP et leurs rôles dans le remodelage hépatique restent à démontrer (299).   

5-12- Intérêt des microparticules dans le suivi thérapeutique 

Puisque les concentrations de MPs circulantes sont souvent corrélées avec la gravité de la 

pathologie, l’analyse de leurs variations à la suite d’un traitement pharmacologique ou à la 

suite d’une transplantation d’organe est primordiale pour établir un bon suivi clinique.  
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5-12-a- Microparticules en transplantation d’organes 

Dans les organes fortement vascularisés, il est probable que l’atteinte tissulaire se traduise 

par un déversement de MPs tissulaires dans la circulation systémique. Actuellement, des 

preuves de l’intérêt d’un suivi post-greffe par des MPs circulantes en tant que biomarqueur 

de l'état fonctionnel des organes transplantés s’accumulent dans la littérature. L’origine 

cellulaire de la MP étudiée varie selon l’organe. Néanmoins des taux élevés de MPs porteuses 

de FT sont souvent décrits, ce qui ne préjuge pas de leur origine (monocyte, macrophage, 

neutrophile, endothélium) mais indique une élévation de l’état pro-coagulant. Malgré 

l'amélioration des procédures de prélèvement et de greffe, et l'efficacité des médicaments 

immunosuppresseurs, ainsi qu’une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires 

sous-jacents des lésions d’ischémie- reperfusion, il existe toujours un manque de marqueur 

précoce universel des lésions de greffe. L’enjeu en transplantation est le suivi du rejet proche 

de la greffe mais aussi de la dysfonction chronique du greffon, s’établissant progressivement. 

 

5-12-b- Microparticules : Marqueurs circulants en transplantation des cellules 

souches 

Chez des patients ayant reçu une allogreffe de cellules souches, le taux de MPE serait 

un élément diagnostique pour différentier le rejet du greffon contre l’hôte (GVHD) des 

autres complications post-greffe (Pihusch, Rank et al. 2006). L’équipe de Nomura a 

confirmé l’augmentation des taux de MPE dans les trois premières semaines post-

greffe comme marqueurs discriminants du GVHD (Nomura, Ozaki et al. 2008). De plus, 

De Rop et ses collaborateurs ont montré la pertinence diagnostique des MP porteuses 

du FT pour une meilleure stratification du risque de rejet de greffe (302). 
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5-12-c- Microparticules Endothéliales : Marqueurs circulants en transplantation rénale 

Les MPs circulent en concentration élevée dans des pathologies rénales (Faure, Dou et al. 

2006)-(Amabile, Guérin et al. 2005). En transplantation rénale, les biopsies sont informatives 

du dysfonctionnement de l’allogreffe repéré par coloration de la molécule du complément 

C4d. Chez les patients ayant un rejet cellulaire aigu prouvé par biopsie, la concentration de 

MPE circulantes associées au rejet était élevée, alors qu’elle est inchangée dans les autres cas 

de dysfonctionnement (Qamri, Pelletier et al. 2014). Chez 52 patients insuffisants rénaux 

hémodialysés, le taux élevé de MPs circulantes totales (An V+), de MPs endothéliales, 

plaquettaires (CD41+), leucocytaires (CD45+), granulocytaires (CD66+) et érythrocytaires 

(CD235a+) ainsi que leur activité pro-coagulantes (MP FT+) témoigne de l’amplitude du 

dommage vasculaire. Le taux se normalise après transplantation rénale avec des cinétiques 

différentes selon l’origine cellulaire (305). Cependant, les valeurs de cellules endothéliales 

circulantes et de VCAM-1 soluble restent plus élevées que celles des témoins sains, 

contrairement aux MPs endothéliales devenues comparables (Al-Massarani, Vacher-Coponat 

et al. 2009). Une explication possible serait la forte réduction des agents systémiques nocifs 

pour l’endothélium tels que les toxines urémiques, la surcharge hémodynamique, le 

déséquilibre électrolytique et les niveaux d'oxydation, alors que les effets mécaniques de la 

dialyse favorisent la génération de MPs circulantes (Daniel, Fakhouri et al. 2006). En outre, 

Qamri et ses collaborateurs ont confirmé par cytométrie en flux l’atteinte endothéliale dans 

une cohorte plus élargie de 231 transplantés rénaux dont 14 en transplantation combinés rein 

/ pancréas et 60 donneurs sains, une réduction significative des taux circulants de MP 

endothéliales, 2 mois post-transplantation.  
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5-12-d- Microparticules endothéliales : Marqueurs circulant en transplantation hépatique 

Brodsky et ses collaborateurs ont constaté que les taux de MPs circulantes endothéliales 

CD144+ et hépatiques HepPar+ étaient significativement élevés chez les patients le 1er jour 

après la transplantation hépatique jusqu’au 7éme jour. Chez les patients transplantés, les taux 

de MPs circulantes changent de façon dynamique et sont en corrélation avec l’état 

physiopathologique (Brodsky, Facciuto et al. 2008). Dans des récents travaux, les MPs 

endothéliales CD31+ et dérivées des cellules T (cytotoxiques) CD8+ et CD4+ (auxiliaires) 

étaient en effet associées aux épisodes de rejet aigu. Cependant, ces données nécessitent une 

confirmation car les MPs étaient isolées à partir de sérum, c’est à dire après activation in-vitro 

des cellules sanguines prélevées et aussi des enzymes de la coagulation et protéases 

circulantes (Morgul, Splith et al. 2018).  

5-12-e- Marqueurs circulants en transplantation cardiaque 

Chez les patients transplantés cardiaques, les taux de MPs endothéliales (CD31+, PECAM+) 

post-transplantation sont significativement plus élevés que chez les témoins sains, et les MPs 

endothéliales (CD62E+, E-selectine+) semblent être un facteur prédictif indépendant du rejet 

aigu de l'allogreffe. En effet, le ratio des MPs endothéliales (E-sélectine+/ PECAM+) serait 

indicateur pertinent du degré d’activation (rapport élevé) ou d’apoptose cellulaire (rapport 

faible). Des ratios significativement plus faibles sont observés chez les patients transplantés 

comparativement aux insuffisants cardiaques et témoins sains (Boulanger, Amabile et al. 

2006). Ainsi, l'évaluation phénotypique des MPE fournirait des informations pertinentes sur 

la nature de la lésion endothéliale (Morel, Ohlmann et al. 2008). La vasculopathie d'allogreffe 

cardiaque (CAV) est le déterminant le plus important de la survie de l'allogreffe cardiaque et 

une cause majeure de décès après la transplantation cardiaque. Singh et ses collaborateurs 
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ont trouvé des niveaux de MPE CD144 +/CD42- significativement élevés chez les patients 

transplantés cardiaques avec CAV indiquant que les MPs endothéliales CD144+/CD42a- sont 

discriminantes de la sévérité de l’atteinte chez les patients transplantés cardiaques (Singh, 

Van Craeyveld et al. 2012).  

5-12-f- Microparticules endothéliales : Marqueurs circulants en transplantation d’îlots de 

Langerhans  

La perte de fonction du greffon d’îlots pancréatiques après une transplantation intraportale 

est multifactorielle. L'absence de marqueurs précoces du rejet ou de la perte de la fonction 

des îlots transplantés est un obstacle majeur d’un bon suivi de la fonction du greffon.  Lorsque 

le taux de C peptide sanguin diminue, 95% des îlots transplantés sont  déjà détruits, ce qui en 

fait un marqueur tardif de la dysfonction insulaire (Chhabra and Brayman 2014). De plus, les 

biopsies ne sont pas informatives car les îlots sont disséminés dans l’arbre vasculaire 

hépatique. Des études préliminaires dans notre équipe, ont montré la faisabilité du suivi chez 

des patients avec rejet (Toti, Bayle et al. 2011). Les résultats suggèrent que le pic de MPs 

procoagulantes mesurées par dosage prothrombinase pourraient avoir une valeur 

pronostique du rejet et constituer une preuve de la perte du greffon (Toti, Bayle et al. 2011). 

Dans ce contexte, une cohorte de patients diabétiques a été explorée sur trois ans. 
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- La cohorte MIPIL (Microparticules et transplantations d’Îlots) 

Une autre étude a été réalisée par notre équipe dont l’objectif était double :  i) d’identifier des 

MPs circulantes de cellules β et leurs variations chez des patients transplantés d’îlots, ii) 

d’évaluer la valeur pronostique des MPs circulantes pour le suivi du rejet en comparant trois 

catégories de greffés : succès partiel de la greffe (PS) ou succès complet de la greffe(S), ou 

échec de la greffe (F) stratifiées en utilisant le β-score comme indicateur clinique de la fonction 

du greffon. Des valeurs faibles similaires de PSA-NCAM+-MPs ont été trouvées chez les 

volontaires sains et les patients en succès de greffe, indiquant l’absence de dommages 

cellulaires. PSA-NCAM+ est un marqueur spécifique de la cellules béta et de la cellule 

neuronale de l’embryon. Chez les patients en succès partiel ou en échec de greffe, une 

élévation de 2 à 3 fois des taux circulants de PSA-NCAM+-MPs a précédé chaque baisse du β-

score, ainsi qu'une augmentation concomitante des besoins en insuline, suggérant une 

atteinte des cellules ß ou une altération de leur fonction (figure 22). L’ensemble du suivi 

longitudinal a montré une séquence d’activations cellulaires identifiés par les pics successifs 

de MPs caractérisant la progression du processus de perte de fonction du greffon. Les PSA-

NCAM+-MPs mesurées à l’aide d’un test prothrombinase sont des marqueurs précoces non 

invasifs du dysfonctionnement des îlots survenant dans les deux mois précédant la chute du 

β-score, tandis que les ASGPR+-MPs et les MPE CD105+ signalent le remodelage du tissu hôte. 

Bien que plus précoces, ces dernières MPs ne sont pas spécifiques du dommage de la cellule 

β, et donc moins pertinentes pour le suivi du rejet d’îlots (Figure 21).  Cependant la cause 

d’une altération endothéliale intra-insulaire au cours de la perte de fonction des îlots est 

suggéré par ces résultats.  
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Figure 21 : Libération des MPs circulantes pendant la transplantation d'îlots, en fonction 

de leur origine cellulaire(Amoura, El-Ghazouani et al. 2020)

Figure 22:  Variation du taux d'expression de PSA-NCAM+-MP circulants chez les patients 

transplantés avec succès, succès partiel ou échec de la greffe (Amoura, El-Ghazouani et al. 
2020).
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6- Hypothèses et objectifs du travail  

Aux vues des données de la littérature et des résultats de notre équipe nous faisons les 

hypothèses que : 

- Les cytokines pro-inflammatoires libérées durant la réaction IBMIR, induisent une transition 

endothélio-mésenchymateuse des cellules endothéliales intra-insulaires 

- Un agoniste du GLP-1 récepteur, le Dulaglutide, utilisé dans le traitement du DT2 et ayant 

démontré son bénéfice cardio vasculaire protège l’endothélium intra-insulaire de l’EndMT 

induite par le stress cytokinique de l’IBMIR. 

- l’effet protecteur du Dulaglutide est en partie médié par les MPs libérées par les cellules 

endothéliales  

 

Les objectifs du présent travail sont : 

1. Etudier l’effet de cytokines pro-inflammatoires mimant l’IBMIR sur la transition endothélio-

mésenchymateuse des cellules endothéliales insulaires pancréatiques de souris 

2. Etudier l’effet protecteur du Dulaglutide sur la transition endothélio-mésenchymateuse des 

cellules endothéliales induite par le stress cytokinique  

3. Etudier le rôle des MPs endothéliales dans l’effet protecteur du Dulaglutide sur la transition 

endothélio-mésenchymateuse des cellules endothéliales 
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Dulaglutide prevents the mesenchymal transition of intra-islet 

endothelial cells induced by IBMIR cytokines and derived-

microvesicles 
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Contexte de l’étude  

 

Le taux d’insulino-indépendance un an après une transplantation d'îlots approche 50 à 70%, 

et atteint 30% à 50% cinq ans après transplantation (CITR, data 2017). La perte progressive de 

la capacité fonctionnelle des îlots transplantés est probablement multifactorielle.  

 

Vascularisation et greffe d’îlots : impact endothélial de l’ischémie-reperfusion 

Parmi les causes possibles de dysfonction de l’îlot, la vascularisation défectueuse intra-

insulaire par suite du dommage endothélial est parfois évoquée. En effet, lors de la 

transplantation les vaisseaux intra-insulaires et leurs connexions avec la circulation 

systémique du receveur sont nécessaires pour la restauration du taux d’insuline chez le 

patient DT1 insulino-déficient (Takaki and Shimoda 2020). Ainsi, la préservation de 

l’endothélium des îlots transplantés ainsi que celle de l’endothélium hépatique du receveur 

est cruciale. En effet, toute altération endothéliale, de la veine portale ou dans un pré-

capillaire hépatique conduit à un stress oxydant un phénotype endothélial généralement 

procoagulant et proinflammatoire, l’ensemble pouvant favoriser un remodelage inapproprié 

de la structure du vaisseau.  

Au cours du prélèvement des îlots, l’hypoxie endothéliale est majeure avant même leur 

implantation dans le foie. De plus, le contact des îlots injectés avec le sang de la veine portale 

conduit à la réaction inflammatoires IBMIR dans les 24 premières heures post-transplantation 

(Instant Blood Mediated Inflammatory Reaction) caractérisée par la production de cytokines 

dans l'environnement insulaire. Notre hypothèse dans ce travail était centrée sur 

l’endothélium intra-insulaire :  L’ischémie des îlots isolés associés à l’IBMIR favoriserait non 

seulement l’inflammation vasculaire aiguë dans l’environnement de l’îlot greffé mais aussi une 
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atteinte endothéliale des vaisseaux intra-insulaire impactant la fonction des îlots et pouvant 

induire un rejet de greffe.  Nous avons examiné la possibilité que la perte de l’endothélium 

fonctionnel intra-insulaire pouvait s’établir par une transformation endothélio-

mésenchymateuse induite par les cytokines de l’IBMIR. Cette éventualité a été envisagée dans 

le contexte de la greffe rénale (cf paragraphe ci-dessous) (Wang, Han et al. 2017). 

 

Protection des cellules de l’îlot au cours de la greffe : données précédentes du laboratoire 

La protection des îlots pré-injection et une fois greffés apparaît une piste importante pour 

limiter la dysfonction du greffon et sa perte.  Des données du laboratoire dans un modèle 

cellulaire de cellules β soumises au stress oxydant, ou inflammatoire par les cytokines de 

l’IBMIR, indiquaient clairement une protection par les analogues du GLP-1 (Liraglutide) contre 

l’activité du facteur tissulaire (FT), initiateur cellulaire de la coagulation (Gleizes, Kreutter et 

al. 2016), l’émission de microparticules (MPs) à  action autocrine procoagulantes et pro-

apoptotiques (Constantinescu, Gleizes et al. 2014), (Gleizes, Kreutter et al. 2016).   

 

Protection contre les mécanismes endothéliaux induits par l’IBMIR : l’hypothèse de l’EndTM 

A côté de la mort cellulaire, l’une des réponses endothéliales au stress de l’ischémie et de 

l’IBMIR est la transition endothélio-mésenchymateuse (EndMT). Initialement décrite au cours 

de l’embryogenèse du système cardiovasculaire, l’EndMT induite par les cytokines conduit à 

l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux caractérisé par une perte de l’adhésion 

intercellulaire, un aspect en fuseau et une dysfonction endothéliale majeure, la cellule devant 

pro-inflammatoire et procoagulante.  

 L’EndTM dans le contexte de la greffe d’îlots pancréatique n’est que peu étudiée. Le 

Liraglutide, un analogue du GLP-1, limiterait l’apparition de l’EndTM (Tsai, Lee et al. 2019). 
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Dans ce travail nous nous sommes intéressés au Dulaglutide, dont la demi-vie chez le 

diabétique DT2 est de 5 jours, et à ses effets protecteurs sur l’EndTM intra-insulaire en 

réponse au stress cytokinique de l’IBMIR.  Récemment, le Dulaglutide, a été démontré avoir 

un effet de prévention primaire du risque cardiovasculaire chez les patients DT2 traités par le 

Dulaglutide (étude REWIND) suggérant une protection via le récepteur du GLP-1 endothélial. 

De plus, des données de la littérature ont établi que les MPs endothéliales sont des acteurs 

de la réponses vasculaire et que les MPs qu’elles émettent en réponse au stress favorisent la 

thrombogénicité et le dysfonctionnement endothélial dans les cellules endothéliales 

coronaires notamment (Gleizes, Kreutter et al. 2016)-(Abbas, Jesel et al. 2017). 

Modèle d’EndTM induite par les cytokines de l’IBMIR

Pour établir un modèle d’EndTM spécifique aux cellules intra-insulaires, nous avons étudié le

lien entre les cytokines libérées lors de la réaction IBMIR et l’induction de l’EndTM des cellules 

endothéliales intra-insulaire MS-1 ainsi que l’émission des MPs et leurs propriétés autocrines 

pro inflammatoires. Puis nous avons examiné l’impact du Dulaglutide en tant qu’analogue du 

GLP-1 dont le récepteur est présent sur les cellules endothéliales MS-1. 
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Abstract 

In pancreatic islet transplantation, islets injected in portal blood undergo an acute immediate 

inflammatory response termed IBMIR owing to elevated cytokines such as IL1-β, TNF-α. Islet 

vascularization is crucial to the efficient glycemic control by the graft. We investigated the 

effect of IBMIR cytokines on the endothelial to mesenchymal transition (EndTM) of intra-islet 

endothelial cells (MS-1), and the cytoprotection by Dulaglutide, a GLP1-R agonist. Kinetics of 

EndMT induced by IL1-β and TNF-α were determined by western blot, confocal microscopy 

and wound-healing assays and compared to TGF-β2. Data indicate distinct variations for each 

cytokine, the overall progressive disappearance of endothelial CD31 and VE-cadherin and the 

opposite acquisition of the mesenchymal α-SMA and Vimentin, culminating at 72h. At 72h, 

cells up-regulated ICAM-1 (+64,39% - +58,77% vs. untreated) by confocal microscopy and shed 

pro-inflammatory microvesicles (+40,39% - 38,07% vs. untreated) as detected on naïve target 

MS-1. Dulaglutide exerted full cytoprotection against all cytokine-driven responses at 72h, 

that was completely reversed by 200 nM exendine (9-39), a GLP-1R antagonist. Dulaglutide 

also shifted the pro-inflammatory into cytoptotective effect of MVs. In conclusion, data 

demonstrate that Dulaglutide protects intra-insular endothelial cells from EndMT, and limits 

is propagation mediated by MVs.   

Keywords: EndMT, GLP1-R agonist, Extracellular vesicles, endothelial protection. 

Abbreviations: EndMT: Endothelial-to-mesenchymal transition; GLP-1R: Glucagon-Like 

Peptide1 Receptor, TF: Tissue Factor, ALK5: Activin receptor Like Kinase 5, MVs: Microvesicles, 

Dula: Dulaglutide; EX: Exendine (9-39). 
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1- INTRODUCTION 

Pancreatic islet transplantation is a cellular therapy proposed to unstable type 1 diabetic 

patients (T1D) 1. Type 1 diabetes is an autoimmune disease characterised by the destruction 

of the pancreatic islets which are the endocrine structures responsible for insulin synthesis 2. 

After isolation, the islets are injected intraportally and will embolize in the hepatic vessels and 

engraft in the hepatic tissue 3. Revascularization of the transplanted islets is crucial for their 

function. Indeed, the intra-islet vessels and their connection to the systemic circulation are 

crucial for the efficient discharge of  insulin into the bloodstream 4. 

The recovery of a fully functional endothelium within islets will determine its fate 5. Indeed, 

endothelial damage leads to vascular dysfunction eventually leading to inappropriate 

remodelling of the vessel wall 4. Isolation of pancreatic islets induces endothelial hypoxia, even 

before their implantation in the liver 6. Moreover, the contact of the injected islets with portal 

vein blood leads to inflammatory reactions in the first 24 hours post-transplantation called 

IBMIR (Instant Blood Mediated Inflammatory Reaction), and characterized by the production 

of cytokines in the islet environment 7. Both, ischemia of the islets during their isolation and 

reperfusion leading to IBMIR would promote acute vascular inflammation in the environment 

of the transplanted islet but also endothelial damage of the intra-islet vessels, impacting islet 

function 8.  

Besides cell death already explored in our laboratory and in the literature, one of the 

endothelial responses to the stress of ischemia and IBMIR is the endothelial-mesenchymal 

transition (EndMT). Originally described during embryogenesis of the cardiovascular system, 

EndMT is a complex cytokine-induced process by which endothelial cells lose function and 

acquire a mesenchymal phenotype characterized by loss of intercellular adhesion and a 
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spindle-like appearance 9. The originality of our study lies in the characterization of EndMT in 

pancreatic islets endothelial cells, previously unexplored in the context of islet 

transplantation, and in our hypothesis that a GLP-1 analogue, Dulaglutide, would protect the 

intra-insular endothelium from EndMT induced by the cytokine stress of IBMIR. This 

hypothesis is based on the observation of a primary prevention of cardiovascular risk in type 

2 diabetes mellitus patients treated with Dulaglutide (REWIND study) suggesting protection 

via the endothelial GLP-1 receptor. Furthermore, data from the laboratory show a 

cytoprotective effect of GLP1 analogues, Liraglutide, against oxidative stress, inflammation 

and apoptosis of β-cells and the release of pro-apoptotic microvesicules 10. In this present 

work we will investigate the cytoprotective effect of Dulaglutide against EndMT induced by 

both, IBMIR cytokines and derived-microvesicles.  

2- MATERIAL AND METHODS 

2.1 Cell culture   

MS-1 cells (MILE SVEN 1, ATCC®, Manassas, Virginia,USA, Number: CRL-2279TM) were 

cultured in DMEM Glutamax Meduim, (thermo scientific, Waltham, Massachusetts, 

USA,11594446) containing 4,5 g/l glucose, with 5% fetal bovine serum (Biowest, Missouri, 

USA, S1810-500 ) in a humid atmosphere at 37°C. Passages were performed at confluency 

after detachment by Trypsin EDTA 1x (Pan biotech, Am Gewerbepark , Aidenbach, Germany) 

and 3 washings in Hanks Balanced solution (HBSS, bioWhittaker, 10-547F).  Depending on the 

experiment, cells were cultured in T75 flask, 6-well plates, or lab-Teck (Milicell ez slide, 8 wells 

glass, Merck Millipore). 
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2.2 In vitro induction of EndMT in pancreatic endothelial cells 

After 4 to 5 passages, MS-1 cells were treated with TGF-β2 (1ng/mL, Abcam, Cambridge MA, 

USA, ab 84070), IL1-β (5, 10, 20, 25ng/mL, sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany, SRP3083) and 

TNF-α (20, 50, 100, 130 ng/mL, Sigma, Darmstadt, Germany, T0157) up to 72 hours. In some 

experiments, 10µM of SB-431542, a specific inhibitor of ALK5 the main endothelial TGF-β Type 

1R, was simultaneously added. Dulaglutide (1 µM, Eli Lilly, Trulicity 1,5 mg, Indianapolis, 

Indiana, USA), an analogue of GLP1, was added to the medium two hours before cytokine 

induction. In some experiments, 200nM of Exendine (9-39) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, 

Germany, E7269), a peptide antagonist to GLP1-R was incubated 1h before the addition of 

Dulaglutide. 

2.3 Assessment of mesenchymal markers by Western blot 

Following cell centrifugation, cellular proteins were extracted after 15 min incubation at 4°C 

with RIPA buffer (Tris/HCl 20 Mm, pH 7.5; Q-Biogene, California, USA), NaCl 150 mM, Na3VO4 

1 mM, sodium pyrophosphate 10 mM, NaF 20 mM, okadaic acid 0.01 mM (Sigma-Aldrich, 

Missouri, USA) containing a tablet of protease inhibitor (Complete Roche, Basel, Switzerland) 

and 1% Triton X-100 (Euromedex, 2000-B, Souffelweyersheim, France).  Protein lysates (15µg) 

were loaded on 10% SDS-polyacrylamide gels at 100 V for two hours and transferred 

ectrophoretically onto polyvinylidine difluoride membranes (Amersham, Life Sciences, 

Germany) at 100 V for 2 hours. Specific binding sites were blocked by 1h incubation in TBS-T 

buffer (Bio-Rad, California, USA) containing 5% bovine serum albumin (BSA) (Euromedex, 04-

100-812-E, Souffelweyersheim, France), and 0.1% Tween 20 (sigma-Aldrich, Darmstadt, 

Germany) (TBS-T). Membranes were then incubated overnight at 4°C with the blocking 

solution of TBS-T with antibodies raised against CD31 (abcam, ab24590, Cambridge MA, USA) 
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1/1000, VE-Cadherin (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA, TJ277399) 1/250, a-

SMA (abcam, Cambridge MA, USA, ab7817) 1/500 and Vimentin (abcam, Cambridge MA, USA, 

ab92547) 1/1000. After 3 washings in TBS-T, membranes were incubated with the appropriate 

horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody and density signals of each band 

detected using the ECL Substrate (170-0561, BIO-RAD, United States). Membranes were 

incubated with monoclonal anti-β-tubulin I mouse antibody (Sigma-Aldrich, T7816, Missouri, 

USA) for normalization purposes. All data were expressed as the ratio of the untreated cells 

values (100%). 

2.4 Immunofluorescence staining 

MS-1 cells were fixed in 4% paraformaldehyde for 30 min and then blocked with 5% BSA for 

30 min at room temperature. Cells were then incubated for 1 hour at 4°C with antibodies 

against 1/200 CD31 (Abcam, ab24590), 1/400 Vimentin (Abcam, ab92547), 1/400 ALK5 

(LifeSpan BioSciences, Seattle, WA, USA), 1/250 GLP1-R (Santa Cruz biotechnology, sc-

390774), ICAM-1 (Abcam, Cambridge MA, USA, ab171123). After 3 HBSS washings, cells were 

further incubated with fluorescent-conjugated appropriate secondary antibodies for 1 hour.  

Nuclei were stained with 4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI, 

Thermofisher, D1306). Cell staining was assessed by confocal immunofluorescence 

microscopy (ZEISS Apotome, Carl Zeiss Microscopy, 20X objective). Images were captured by 

the ZEN 2 software and analysed using Fiji J software. 
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2.5 Wound healing assay  

Cells were seeded in 6-well plates at 1,5×105 cells/well and incubated at 37°C until reaching 

70% confluency. A gap was generated in the monolayer using of a 200-μm pipette tips before 

addition. Photographs were taken immediately at (t0) and after 24h or 48h using a microscope 

equipped with camera (EVOS XL Digital inversed Microscope, Waltham, MA, USA). Gap filling 

was measured using the Fiji J software to calculate the remaining distance (μm). Each 

experiment was repeated at least 3 times. 

2.6 MVs isolation and measurement 

MVs were harvested after 72h induction when EndMT was fully established. The supernatant 

of cytokine-treated cells was submitted to centrifugation under sterile conditions 11.  Briefly, 

cells and debris were discarded at 500 g for 5 min, and the supernatant further centrifuged at 

500 g for 12 min. The final suspension was kept for less than 30 days at 4°C under sterile 

conditions. The MVs measurements were performed by prothrombinase assay after capture 

onto biotinylated Annexin-5 12. This procedure relies on the high affinity of annexin-5 for 

phosphatidylserine (PhtdSer) on the MVs surface. Samples (100 µl) were added to each well 

and incubated at 37°C for 1h. After 3 washings, the insolubilized MVs were measured by 

prothrombinase assay. In this assay, the degree of exposure of anionic phospholipids (PS) on 

the surface of MVs was the limiting factor of the conversion of prothrombin into thrombin in 

the presence of purified human coagulation factors (FII 4.2 mM, FVa 250 pM, FXa 53 pM, and 

CaCl2 2 mM). After 10 min at 37°C, the generated thrombin was measured using a 

chromogenic substrate, pNAPEP 0216 (1.52 mM). The absorbance at 405 nm was converted 

into phosphatidylserine equivalent (PhtdSer eq) by reference to a standard curve obtained 
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using a suspension of synthetic vesicles presenting known amounts of PhtdSer (33% mol:mol) 

and phosphatidylcholine (67% mol:mol) 13. 

2.7 Endothelial MVs-driven response  

MVs (10 µM) shed from MS-1 cells treated either by 100ng/mL TNF-α, 20 ng/ml IL1-β or 1 

ng/mL TGF-b2 were collected after 72 hours. After washing, MVs were incubated with target 

naïve cells for 72 hours. MVs were also eventually isolated from MS-1 treated by these three 

cytokines and 1µM Dulaglutide. Target cells were examined for MVs capture and ICAM-1 

expression.  

2.8 Assessment of MVs integration into naïve cells   

MS-1 derived MVs were stained using 2 μM of the red fluorescent staining PKH26 lipid probe 

per 10 nM of MVs (Sigma, L’isle d’Abeau Chesnes, France). MVs were washed twice by 

centrifugation (14 000 g, 60 min) in HBSS at 4°C.  Capture of MVs the endothelial monolayer 

and ICAM-1 expression by target cells were simultaneously assessed using an anti-ICAM-1 

murine antibody IgG 1/250 (Alexa 488, Invitrogen), by fluorescence microscopy (ZEISS 

Apotome, Carl Zeiss Microscopy, 20X objective). 

2.9 Statistical analysis  

Data are expressed as mean ± standard error mean (S.E.M) for n different experiments and 

analyzed by Graphpad Prism (Version 7.01 for Windows™). Statistical variance between 

different conditions was determined by applying Unpaired t-test for Western Blot assay and 

quantitative confocal microscopy results and Two-way Anova test for Scratch test followed by 

Bonferroni’s Multiple Comparison post hoc test. Group differences were considered 

statistically significant at P<0.05. 
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3- RESULTS 

3.1 The characteristic cytokines of IBMIR induce EndMT in intra-islet endothelial cells  

The EndMT of MS-1 intra-islet endothelial cells was assessed by morphological, functional, 

and molecular approaches to establish kinetics and concentration curves of the cytokine-

induced response. After 48h, TNF-α treatment, a proportion of MS-1 showed the typical 

mesenchymal fusiform spindle-shape. In accordance, the expression of the endothelial marker 

VE-cadherin was significantly decreased by respectively 17.7%, 35.27%, 29.52% in response to 

5, 10 and 20 ng/mL IL1-β (P<0.001 vs. untreated cells). By comparison, TGF-β2 1ng/mL, the 

gold standard inducer of EndMT, led to a 29.24% decrease in VE-cadherin expression (0.70 ± 

0.08, P= 0.0018). CD31 however appeared a less sensitive marker of EndMT, with 

approximatively 38,06% down-regulation that was only detectable after 72h treatment and 

remaining lower than values observed in response to TGF-β2 (75.67%, P=<0.0001). 

Symmetrical to the loss of endothelial markers, the acquisition of Vimentin and α-SMA, two 

mesenchymal features of EndMT, was also detectable as early as 48 hours post-cytokine 

treatment. IL1-β-induced the over-expression of Vimentin induced by the IL1-β was 

concentration-dependent (10 ng/mL: 49.6%, 0.647±0.069, P=0.0001; 20ng/mL: 63.7%, 

0.704±0.081, P=0.0008) without reaching the 2-fold enhancement observed in response to 

TGF-β2.  By comparison, α-SMA over-expression was detectable at low concentration of IL1-β, 

5ng/mL induced a 19.5% up-regulation and maximal values being measured in response to 

20ng/ml IL1-β (96.3%).  However, maximal EndMT response was not fully achieved, since TGF-

β2 up-regulated α-SMA by 150%. After 72 hours, the induction of mesenchymal markers by 

IL1-β treatment was optimal: Vimentin overexpression reached a plateau with 108% raise in 

response to 25ng/mL IL1-β and α-SMA was significantly up-regulated by 50%. Nevertheless, 
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IL1-β remained less potent than TGF-β2 that enhanced Vimentin and α-SMA expression by 

respectively 139.1% and 117.7%. Similarly to IL1-β, an early and concentration-dependent loss 

of the endothelial marker VE-cadherin was prompted by TNF-α and detectable after 48hours 

(TNF-α 100 ng/mL: 24.91%, P=0.0486) peaking after 72h with a significant half-reduction of 

VE-Cadherin expression, mean values being close to those induced by TGF-β2 (VE-Cadherin: 

52%; TGF-β2: 66%). After 48h, TNF-α was also a potent inducer of a CD31 down-regulation as 

compared to TGF-β2 (30%), with a 30% overall decrease whatever the concentration. After 

72hours, the CD31 down-regulation reached a 55.41% plateau with values close to those 

measured in response to TGF-β2 (53.5%, P=<0.0001). Conversely to the drop of endothelial 

markers, mesenchymal ones were progressively over-expressed in response to TNF-α.  The 

up-regulation of Vimentin occurred as early as 48h after treatment in a concentration-

dependent manner (TNF-α 20 ng/mL: 10.0%, 50ng/mL: 66.2%), values peaking after 72h (TNF-

α 20 ng/mL: -70.1%, 50ng/mL: -93.1%). Nevertheless, values remained below those induced 

by the gold standard (156% raise). Interestingly, TNF-α was less efficient to induce α-SMA 

expression and significant raises were only detected at high concentrations and/or longer 

treatment duration TGF-β2: 135.2% vs Untreated (p= 0.002) and TNF-α 50ng/mL: 77.6%, TNF-

α 130ng/mL: 115% (p=0.0438; P=0.003). Altogether, kinetics of EndMT established by western 

blot indicate that 100 ng/mL TNF-α is sufficient to induce the loss of both CD31 and VE-

Cadherin and the overexpression of Vimentin after 48h, while 130ng/mL were necessary to 

prompt α-SMA up-regulation. In our hands, 20ng/mL IL1-β were sufficient to prompt the loss 

of VE-Cadherin, together with the overexpression of vimentin and α-SMA after 48h, while the 

loss of CD31 was only observed after 72h in response to 5-25 ng/mL IL1-β (Figure 1 A, 1B).  
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3.2 Effect of IBMIR cytokines on MS-1 cell migration  

To confirm the mesenchymal switch we further assessed the migration potency of MS-1 by 

scratch test. TGF-β2-induced EndMT was detectable only after 48h with a significant 19.34 % 

difference in gap filling by comparison to untreated cells (TGF-β: 63.03% vs. untreated:43.68%, 

P= 0.012). No variation could be observed after 24h treatment by TNF-α nor IL-1β applied at 

low concentrations. However, a significant 9.28 % gap filling was achieved at 24h in response 

to 100 ng/mL TNF-α, becoming 30.42% after 48h (p <0.001 vs. untreated). In addition, TNF-α 

was able to prompt gap filling even at moderate concentration (11.18% TNF-α 50 ng/mL vs. 

untreated, p= 0.08). Similarly, enhanced gap filling was achieved 48h after treatment by 10-

20ng/mL IL-1β. Altogether, data indicate a time and concentration-dependent induction of 

EndMT, its extent being specific of each cytokine (figure 2). 

3.3 Dulaglutide prevents the loss of endothelial markers and the up-regulation of 

mesenchymal markers in the pancreatic endothelium 

After 48h co-incubation with cytokines, 1 µM Dulaglutide reduced the up-regulation of both 

mesenchymal markers α-SMA and vimentin. The effect persisted after 72h and was associated 

with the symmetrical preservation of endothelial CD31 and VE-Cadherin (figure 3A, 3B). 

Western blot analysis indicated that Dulaglutide significantly reduced by 31.26% the CD31 loss 

induced by 10 ng/ml IL-1β, and by 16.91% in response to 20ng/ml IL1-β. VE-Cadherin 

disappearance was also limited in response to 10 ng/mL and 20ng/mL IL1-β, by respectively 

63.75% and 105.93%. Symmetrically to the preservation of the endothelial markers, 

Dulaglutide had a strong limitative effect on the expression of both mesenchymal markers.  

After 48h, Dulaglutide reduced cytokine-induced EndMT in response to 10-20 ng/mL IL1-β, by 

a 63.75 % and 105.93%-fold respectively, and restored VE-cadherin expression. Similarly, a 
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31.2 % restoration of CD31 was observed in cells treated by 10 ng/mL IL1-β. After 72h co-

incubation with TNF-α preservation of endothelial markers was maximal with a partial 

restoration for CD31 (TNF-α 100 ng/mL: +122.40%) and a complete recovery of VE-Cadherin 

(TNF-α 100 ng/mL: +103.21%). In accordance, maximal protection was achieved by 

Dulaglutide that limited the α-SMA and vimentin overexpression by approximatively 50%, 

whatever the TNF-α concentration. Of note, no effect of Dulaglutide alone was observed on 

the expression of endothelial or mesenchymal markers expressed by control MS-1. 

3.4 The protection against EndMT exerted by Dulaglutide is dependent on GLP-1R  

Because the potency of Dulaglutide could be limited by the degree of GLP1R expression, MS-

1 were labelled with a fluorescent GLP1-R antibody. After 48h or 72h cytokine treatment, no 

variation in GLP1-R staining could be evidenced between cytokine-treated or untreated cells, 

thereby suggesting that Dulaglutide effects were truly GLP1-R dependent.  Pre-treatment of 

cells by a saturating 200 nM concentration of Exendin (9-39)11, a GLP-1R antagonist, was 

performed.  Under conditions enabling the measurement of a significant protection against 

cytokine induced EndMT (see above). Exendine (9-39) indeed partially decreased the CD31 

restauration induced by either TGF-β2 (- 24.06 %), IL-1-β 20 ng/mL (-39.01%) and TNF-α (-27.97 

%) after 48h. The counter effect persisted over 72 hours (+33.85% for TGF-β2, + 41.44% for 

IL1-β 20 ng/mL and +38.55% for TNF-α 100 ng/mL). At the opposite, Vimentin expression 

induced by TGF-β2, IL-1β and TNF-α were up-regulated in the presence of Exendine by 22.01%, 

38.014% and 52.97% respectively after 48h. the up-regulation persisted for 72h (+53.42% TGF-

β2, +33.85% IL1-β and + 33.85% TNF-α).  Altogether data confirm a GLP-1R dependant 

cytoprotection by Dulaglutide (figure 4). 
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3.5 ALK5 inhibition impairs TGF-β2 - induced MS-1 migration  

TGF-b2 treatment was associated with an increased gap filling potency thar was completely 

abolished by co-incubation with SB-431542, a specific antagonist of the ALK5 receptor. After 

24h co-incubation with SB-431542, the gap filling capacity decreased by 16.39%, p= 0.036 

(TGF-b2 + SB-431542 vs. TGF-b2 alone). The counteracting effect persisted after 48h with a 

return to baseline values (SB-431542 vs. untreated: 14.88 to 44.25, p <0.001). Altogether, data 

indicate an early ALK5-dependant response to TGF-b2, already detectable after 24h. To 

determine whether Dulaglutide alters ALK5 expression, MS-1 were pre-treated with 1µM 

Dulaglutide 24h before cytokine induction. After additional 48h, a significant increase of ALK5 

expression was detected by confocal microscopy in response to Dulaglutide alone (34.64%) or 

associated with the IBMIR cytokines (IL-1β 20ng/mL: + 17.81%; TNF-α 100 ng/mL: + 25.47%). 

ALK5 up-regulation persisted after 72h, (untreated+ Dula: + 44.02%, IL-1β 20ng/mL + Dula: 

+34.40%, TNF-α 100 ng/mL+ Dula: + 32.53%, p=0.0451, p=0.0090, p= 0.0032, respectively). Of 

note TGF-β2 alone had no effect on ALK5 expression over 72h, nor did Dulaglutide alone (figure 

5).  

3.6 Anti-inflammatory effects of Dulaglutide during cytokine-induced EndMT 

ICAM-1 fluorescent labelling of Dulaglutide-treated cells was performed after 72h of cytokine-

induction, when EndMT was fully established (20 ng/ml IL-1β or 100 ng/mL TNF-α) and 

analysed by confocal microscopy. The 4-fold over-expression of ICAM-1 induced by either TGF-

b2, or IL-1β, was decreased to baseline by Dulaglutide (TGF-b2: -100.68%, IL-1β 20 ng/ml: -

55.66%, vs. respective cytokine, p=0.0061, p=0.0352) (figure 6 a, b) 
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6.7 Dulaglutide abolishes the pro-inflammatory effect of MVs from cytokine-induced EndMT 

cells 

Naïve MS-1 were treated by PKH26-stained MVs isolated from cytokine-treated cells after a 

72h optimal EndMT induction. The PKH26 red fluorescence was used to identify the cell having 

incorporated MVs. ICAM-1 expression was enhanced in all MV-treated cells by roughly 30%, 

whatever the cytokine applied to the parental cells. Dulaglutide induced a down-regulation of 

MV-induced ICAM-1 expression by 35.64 % (p= 0.0235), 54.09% (p= 0.0101) and 31.65% (p= 

0.0421) respectively, thereby restoring the baseline values observed in naïve MS-1 (figure 6c, 

d).  
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4- DISCUSSION 

We demonstrate herein a GLP1-dependent protection against the mesenchymal transition of 

intra-islet endothelial cells induced by cytokines characterizing the IBMIR.  Using an in-vitro 

assay we confirmed the typical endothelial to mesenchymal (EndMT) shift by multiple 

approaches including morphological analysis, a gap-filling functional assay as well as protein 

and RNA patterns.  The mesenchymal transition kinetics and the cytokine concentration 

curves were established to determine the best time-point to study each specific feature.  

4.1 Monitoring of the induction of EndMT induced by the IBMIR cytokines in MS-1: 

Because it was previously reported as an inducer of the EndMT in MS-1, we performed all 

experiments using 1 ng/mL TGF-b2 as a gold-standard reference inducer 14. We identified a 

TGF-b2-induced EndMT with a 72h time-course. We measured a progressive and characteristic 

disappearance of CD31 and VE-Cadherin endothelial markers and a symmetrical raise in a-

SMA and vimentin mesenchymal markers, by western blot and confocal analysis. In addition, 

our morphological analysis established the progressive acquisition of an elongated cell 

phenotype, previously reported by Ma et al. after 72h TGFb-2 treatment 15.  In the present 

study, IBMIR cytokines, namely IL-1b and TNF-a, were strong inducers of the EndMT, although 

with distinct kinetics. Indeed, the CD31 drop could not be detected 48h after IL-1b treatment 

whereas it was already detectable in response to TNF-a. By comparison, VE-cadherin was an 

earlier sensor (see figure 1) while both markers showed maximal loss after 72h. Such an 

inflammatory cytokine-induced EndMT was also reported in porcine aortic valve endothelium 

(PAVEC) and associated with an early drop of both endothelial markers CD31 and VE cadherin, 

48h after incubation with IL-6 or TNF-a. The symmetrical concentration-dependent 

acquisition of a-SMA was also observed by in 3D collagen matrix invasion 16. In our hands, 
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kinetics of the mesenchymal transition markers a-SMA and Vimentin in cytokine-induced MS-

1 EndMT were also different, the latter being an early sensor at 48h as previously reported in 

PAVEC 16. Altogether, the functional assay detected EndMT as early as 24h after induction and 

western blots also revealed several endothelial or mesenchymal alterations at such an early 

stage. Our, data confirm that a 48 h-treatment by IL1-β (10-20ng/mL) or TNF-a (50-100ng/mL) 

is the reliable time-point to investigate the EndMT switch measured by either of the above 

assays. By contrast to the monitoring of characteristic markers, the functional assessment of 

EndMT enabled the detection of pharmacological modulation by Dulaglutide 48h after 

cytokine induction (see below).   

4.2 Dulaglutide induces the up-regulation of ALK5 

While discrepancies in the kinetics of the endothelial marker loss might pertain to cell lineage 

or model, the respective contribution of TNF-a receptors TNF-RI and TNFRII both typically 

expressed by the endothelium remains to be deciphered 17.  

We observed that Dulaglutide prompts a 30% enhancement of the expression of ALK5, the 

type-I TGF-b2 receptor by MS-1, after 48h and 72h, even in the absence of cytokine treatment.  

Furthermore, this up-regulation was already reaching its highest values after 48h and did not 

vary with the addition of cytokines, pointing at an independent effect of Dulaglutide. 

Pharmacological inhibition using 10 µM SB-431542, confirmed that ALK5 mediated the EndMT 

response in TGF-b2-treated cells by functional gap filling assay. On line with our data, ALK5 

mediated EndMT of human dermal lymphatic endothelial cells in response to TGF-b2 was also 

described in flow chambers 18. In TGF-b1 treated bovine aortic endothelial cells transfected 

with ALK5 and ALK1 expression vectors, a preferential ALK5/smad 3 signalling was associated 

with slowed-down gap filling, at the opposite of our data.  One possible explanation would be 
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an altered balance between the ALK1/Smad 2 pathway cell proliferation and the ALK5/Smad 

1. Signalling limiting it, as reported in bovine aortic cells treated with TGF-β1 19 20. In addition, 

discrepancies may also be related to the rough evaluation of the endothelial properties in 

responses to TGF-β1 using gap filling assays.  Indeed, Guo et al showed a specific ALK5/smad2 

mediated effect on HUVEC migration, and an unchanged proliferation 24h after treatment 21.  

4.3 Inhibition of EndMT by Dulaglutide is fully GLP-1R dependent  

The impact of GLP-1 analogues on the TGF-β1-induced mesenchymal phenotype and its 

receptor has been reported in a 7-days unilateral ureteral obstruction murine model  22. 

Contrary to our findings, histological and RT-PCR kidney analysis revealed that 300 µg/kg 

Liraglutide induced a GLP1-mediated drastic reduction of the expression of both TGF-β1 and 

its receptor in vivo and in NRK-52 tubular epithelial cells, that was associated with a partial 

suppression of the epithelial to mesenchymal conversion with no effect at baseline. To the 

best of our knowledge, there is no data concerning the impact of GLP-1 analogues on the 

expression of the TGF-b2 receptor during EndMT and discrepancies could pertain to numerous 

causes like the different cell lineages and mesenchymal transitions inducers or the 

biochemical properties of the analogue. Nevertheless, we identified herein a GLP1R-

dependent inhibition of the EndMT by Dulaglutide: pharmacological abolishment by 200nM 

Exendine 9-39 confirmed the GLP1-R-dependent pathway by confocal microscopy. 

Conversely, li et al. described a partial reversion of the Liraglutide-mediated protection by 

100nM exendine 9-39 in NRK-2 after 12h-incubation by Liraglutide, possibly indicating an 

alternate non GLP-1-dependent action in epithelial cells (see above). Of note, we previously 

identified both GLP-1R-dependent and independent responses in the protection of insulin 

secreting  b cells submitted to similar cytokine stress using 200 nM exendine 9-39 10. 
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4.4 Dulaglutide shifts the pro-inflammatory properties of MVs from EndMT-induced cells 

and reduces MS-1 endothelial inflammatory response   

In our crosstalk model, MVs generated during the IL-1β-induced EndTM have a noticeable pro-

inflammatory action on MS-1 cells as measured by the expression of ICAM-1 after 72h.  

Indeed, 10 nM MVs were able to up-regulate ICAM-1 by 1.63-folds. By comparison, the effect 

of a moderate concentration of IL-1β alone (20 ng/mL) led to a 2.42-folds raise as also reported 

in HUVEC stimulated by a combination of shear stress and TGF-β1.23 In our model, Dulaglutide 

clearly reduced both the MV capture by target cells and the overexpression of ICAM-1 induced 

by either IL-1β alone or by MVs from IL-1β-treated cells  indicating a direct cytokine effect and 

the prevention of the MV-mediated autocrine amplification of the inflammatory response.  

These data are on-line with previous evidence of the beneficial action of Dulaglutide in an in 

vitro model of atherothrombosis where Human Aortic Endothelial cells were submitted to a 

drastic endogenous IL-1β, and IL-6 over-secretion prompted by Ox-LDL. Within the first 24h, 

Dulaglutide (0.1 µg/mL) restored VCAM-1 and HMBB-1 mRNAs levels close to baseline as well 

as VCAM-1 expression by western blot, suggesting a potential benefit in patients at 

cardiovascular risk, even at moderate concentration 24. A class effect of GLP-1 analogues on 

the prevention of endothelial inflammatory responses is supported by other data reported in 

glucose or TNF-a stimulated HUVEC showing an attenuation of VCAM-1, ICAM-1 expression 

to control levels by Liraglutide as early as 16h post-treatment and after 48h 25,26.  
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5- CONCLUSION  

While GLP-1 analogues are emerging as anti-inflammatory effectors counteracting the 

endothelial response to cytokines, our data demonstrate that Dulaglutide protects the 

pancreatic endothelial cells from EndTM, a process noxious to the islet graft, in a GLP-1R 

dependent manner. Furthermore, such protection is also exerted on the pro-inflammatory 

properties of MVs released upon cytokine stress.  Other in-vivo investigations are needed to 

confirm the protection in Dulaglutide-treated animals submitted to IBMIR and in isolated 

islets, to propose a GLP-1-mediated protective treatment limiting pancreatic endothelial cell 

damages during ischemia-reperfusion and delay graft rejection. 
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LEGENDS TO FIGURES 

 

Figure 1: Loss of endothelial markers and acquisition of mesenchymal markers 

is time and concentration dependent.  

1A: MS-1 cells were submitted to IL-1β, or TGF-b2 for 48h (a, c, e, g) and 72h (b, d, f, h).  

1B: MS-1 cells were submitted to TNF-α, or TGF-b2 for 48h (a, c, e, g) and 72h (b, d, f, h). The expression 

of endothelial (CD31, VE-cadherin) and mesenchymal (a-SMA, Vimentin) markers was assessed by 

western blot. Upper panel representative experiment, lower panel cumulative data of minimum 3 

separate experiments performed likewise using different cell batches. Values expressed as a ratio of b-

tubulin expression. TGF-b2 was used as a gold standard inducer of the EndTM. * P≤0.05, ** P≤0.01, ** 

P≤0.001 

 

Figure 2: Kinetics of cytokine-induced EndTM in MS-1 assessed by gap filling of 

the MS-1 monolayer 

MS-1 were cultured for 24h-48h in the presence of 10-20 ng/mL IL-1b (a) or 50-100 ng/mL TNF-a (b)or 

1 ng/mL TGF-b2 as a gold standard inducer (c,d). SB-431542: antagonist of TGF-b2. Data are expressed 

as the mean ±SEM of 4-6 experiments performed on different cell batches. E: gap filling observed by 

light microscopy (magnitude X 10) 

* P≤0.05, ** P≤0.01, ** P≤0.001 

Figure 3: Dulaglu"de prevents the expression of mesenchymal markers and 

restores the expression of endothelial ones in cytokine-induced EndMT.!!

3A: MS-1 cells were submitted to IL-1 β with or without Dulaglutide (1 µM) for 48h (a-d) and 72h (e-h).  

3B: MS-1 cells were treated by TNF-a  with or without Dulaglutide (1 µM) for 48h (a-d) and 72h (e-h). 

The expression of endothelial (CD31, VE-cadherin) and mesenchymal (a-SMA, Vimentin) markers was 

assessed by western blot. Cumulative data of 3-6 separate experiments performed likewise using 

different cell batches are represented. Values expressed as a ratio of b-tubulin expression. TGF-β2 was 

used as a gold standard inducer of the EndMT. i: Morphological aspect TNF-α-treated MS-1 with and 

without Dulaglutide by light microscopy. Dula: Dulaglutide, Untreated: resting cells without cytokine 

nor Dulaglutide. * P≤0.05, ** P≤0.01, ** P≤0.001 
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Figure 4: The protection exerted by Dulaglutide is GLP-1R dependent 

MS-1 cells were submitted to IL-1b, TNF-a or TGF-b2 for 48h (a,c) and 72h (b,d) in the presence of 1 µM 

Dulaglutide with or without 200 nM exendine (9-39). The expression of endothelial (CD31, VE-cadherin) 

and mesenchymal (a-SMA, Vimentin) markers was assessed by fluorescence confocal microscopy. 

Cumulative data of 4 separate experiments performed likewise using different cell batches are 

represented. Values are expressed as a ratio of the fluorescent area/number of cells, measured in 

cytokine-treated versus untreated cells.  TGF-b2 was used as a gold standard inducer of the EndTM. 

(e-h): CD31 endothelial and Vimentin mesenchymal markers expression by MS-1 in response to 20 

ng/mL IL-1b and 1 µM Dulaglutide with (f,h) or without exendine (9-39) (e,g) and assessed by 

fluorescence confocal microscopy after 48h (e,f) or 72 h (g,h). Red fluorescence: Vimentin, green 

fluorescence CD31. Dula: Dulaglutide, untreated: resting cells without cytokine nor Dulaglutide. * 

P≤0.05, ** P≤0.01, ** P≤0.001 

 

Figure 5: Dulaglutide enhances ALK5 expression during EndTM 

MS-1 cells were submitted to 20 ng/mL IL-1b, 100ng/mL TNF-a or TGF-b2 for 48h (a) and 72h (b) with 

(hatched bars) or without (plain bars) 1 µM Dulaglutide. The expression of ALK5 was assessed by 

fluorescence confocal microscopy. Cumulative data of 5 separate experiments performed likewise using 

different cell batches. TGFb2 was used as a gold standard inducer of the EndTM. 

(c):  ALK5 expression by MS-1 in response to 20 ng/mL IL-1b with or without 1 µM Dulaglutide assessed 

by fluorescence confocal microscopy after 72 h. Red fluorescence: ALK5, blue fluorescence: DAPI. Dula: 

Dulaglutide, untreated cells without cytokine. * P≤0.05, ** P≤0.01, ** P≤0.001 

 

Figure 6: Dulaglutide prevents ICAM-1 expression during EndTM and shifts the 

pro-inflammatory properties of microvesicles 

MS-1 cells were submitted to 20 ng/mL IL-1b, 100ng/mL TNF-a or TGF-b2 for 72h with (hatched bars) 

or without (plain bars) 1 µM Dulaglutide. Microvesicles were isolated from each conditioned medium, 

washed, labelled with the fluorescent red probe PKH26 and 10nM stained microvesicles of each subset 

were further incubated with naïve proliferating MS-1 for 72h before fixation and assessment of ICAM-

1 expression in target cells. The expression of ICAM-1 was assessed by fluorescence confocal 

microscopy. Cumulative data of 4 separate experiments performed likewise using different cell and 

microvesicles batches. TGF-b2 was used as a gold standard inducer of the EndTM. 

(a,b):  ICAM-1 expression by MS-1 on response to cytokines with or without 1 µM Dulaglutide assessed 

by fluorescence confocal microscopy. Green fluorescence: ICAM-1, blue fluorescence: DAPI. Untreated: 

cells without cytokine nor Dulaglutide. (c,d): ICAM-1 expression by microvesicles-treated naïve target 

MS-1. MVUntreated microvesicles isolated from cytokine-free cells, MV IL-1b : microvesicles isolated from IL-

1b treated cells, MV TNF-a: microvesicles isolated from TNF-a treated cells, MV TGF-b:  microvesicles 

isolated from TGF-b2 treated cells. Red fluorescence: PKH26 lipid probe.  Dula: Dulaglutide, untreated: 

microvesicles from untreated resting cells. * P≤0.05, ** P≤0.01, ** P≤0.001. 
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8- Discussion  

Depuis les années 2000, l’efficacité et la sécurité de la greffe d’îlots ont été validées par 

plusieurs travaux de recherche. En France les avancées réglementaires récentes permettent 

désormais une prise en charge de la greffe d’îlots pancréatiques en soin courant dans des 

conditions bien précises chez les patients atteints de DT1 instable. Les mécanismes associés à 

la réaction l’IBMIR et ses conséquences sur la dysfonction chronique du greffon restent encore 

mal connus. En outre, les agonistes  du récepteur au GLP-1, font partie des approches 

potentielles disponibles et sont validées pour le traitement du diabète du type 2 (Hinnen 

2017). En effet, dans des modèles d’études d’animaux diabétiques insulinoprives, les données 

ont démontré un effet cytoprotecteur des analogues du GLP-1 (Wang, Qi et al. 2013). Dans 

notre laboratoire, nous avons démontré que le Liraglutide, a un effet anti-apoptotique sur les 

cellules-β RINm-5F de rat soumises aux conditions de l’IBMIR (Gleizes, Kreutter et al. 2015). 

De plus les MPs de cellules endothéliales cultivées étaient capables de se comporter comme 

des navettes thérapeutiques et de protéger la cellule-β de l’apoptose induite par les cytokines 

(Kreutter, El Habhab et al. 2017). Dans le modèle d’étude de notre travail de thèse, nous nous 

sommes intéressés plus particulièrement à la cellule endothéliale intra-insulaire. En effet, 

nous avons pu démontrer in-vitro que l’EndTM était induite par les cytokines de la réaction 

IBMIR et qu’elle favorisait une dysfonction endothéliale majeure avec la libération de MPs 

délétères. Dans ce modèle, l’utilisation d’un analogue de GLP-1, le Dulaglutide, reversait 

l’EndTM induite par les cytokines. De plus, le Dulaglutide offre une protection contre 

l’acquisition d’un phénotype endothélial inflammatoire et pro-inflammatoire. 

Ces données suggèrent que l’endothélium est une possible cible thérapeutique des analogues 

du GLP-1 pour la prévention des dommages cellulaires susceptibles d’impacter le devenir du 
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greffon lors du prélèvement des îlots (ischémie). La demi-vie de 5 jours du Dulaglutide (Geiser, 

Heathman et al. 2016), en fait un traitement de choix en péri-opératoire. En effet, le 

prétraitement du patient transplanté avec du Dulaglutide peut-être une technique simple de 

préservation des îlots prélevés, mais aussi des îlots transplantés contre le stress oxydant, de 

l’hypoxie, des cytokines pro-inflammatoires de la réaction IBMIR.  

La réaction IBMIR : Cause de l’EndTM des cellules endothéliales intra-insulaires 

Puisque la vascularisation des îlots est cruciale pour le succès de la greffe, nous avons émis 

l’hypothèse qu’une altération endothéliale intra-insulaire en réponse aux cytokines de l’IBMIR 

peut-être une cause du défaut de revascularisation des îlots transplantés après injection intra-

portale. En effet, outre leurs actions pro-inflammatoires, ces cytokines ont également été 

rapportées comme inductrices de l’EndTM de cellules endothéliales aortiques bovine (BAEC) 

(Pérez, Muñoz-Durango et al. 2017). Dans notre modèle d’étude, la cinétique d’apparition de 

l’EndTM des cellules MS-1, soumises à IL1-β et au TNF-α a été établie par des études 

morphologiques, par l’expression de marqueurs endothéliaux (CD31, Ve-cadhérine) et 

mésenchymateux (Vimentine, α-SMA) et par un test fonctionnel de reconstitution de tapis 

cellulaire. La cytokine de référence choisie dans notre étude a été le TGF-β2 , qui a déjà été 

décrite comme inducteur d’EndTM des cellules MS-1 à une concentration de 1 ng/mL pendant 

48h (Suzuki, Horie et al. 2018). Dans notre modèle, le TGF-β2 (1 ng/mL) induit les effets 

caractéristiques rapportés précédemment sur les MS-1 : une diminution de l’expression des 

marqueurs endothéliaux (CD31 et VE-Cadhérine) avec une augmentation en parallèle des 

marqueurs mésenchymateux (α-SMA et vimentine) évalués par western blot et par 

microscopie confocale. De plus, nos résultats d’analyse morphométrique des cellules MS1 

après 72h d’induction par le TGF-β2 sont similaires à ceux décris par Ma et al. (Ma, van der 
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Zon et al. 2021). A notre connaissance, ce travail rapporte pour la première fois l’effet de la 

transition mésenchymateuse induite par les cytokines de l’IBMIR sur les cellules endothéliales 

intra-insulaires. D’autres territoires endothéliaux ont été décrits comme capable d’EndTM. 

Dans les cellules endothéliales de valve aortique porcine (PAVEC), l’IL-6 (100 ng/mL) et le TNF-

α (100ng/mL) induisent une diminution de l’expression du CD31 et de la VE-Cadhérine, 

parallèlement à l’augmentation de l’expression de l’α-SMA, dès 48 heures post-traitement 

(Mahler, Farrar et al. 2013). L’induction de l’EndTM a été aussi décrite dans les cellules 

endothéliales microvasculaires intestinale humaine (HIMEC) après 6 jours de traitement par 

l’IL-1β (100 U/mL), le TNF-α (100 U/mL) ou le TGF-β1 (5 ng/mL).  Les changements 

morphologiques étaient corrélés à la perte du CD31, de la VE-cadhérine et du facteur de von 

Willebrand (vWF). Parallèlement, un réarrangement du cytosquelette a été identifié grâce à 

la F-actine et une augmentation de l’expression de α-SMA et de FSP-1 (un marqueur 

mésenchymateux) a été décrite (Rieder, Kessler et al. 2011). Enfin sur un modèle d’EndMT des 

cellules HUVEC, un impact pro-mésenchymateux de l’IL-1β (10 ng/mL) et du TGF-β2 (10ng/mL) 

a été rapporté après 4 jours (Maleszewska, Gjaltema et al. 2015). L’ensemble de ces données 

confirment des cinétiques d’induction d’EndTM qui diffèrent selon le territoire endothélial et 

probablement avec des concentrations efficaces différentes. 

Dans notre étude, la cinétique d’apparition des marqueurs mésenchymateux, α-SMA et 

Vimentine, varie selon les cytokines, certains marqueurs mésenchymateux apparaissent dès 

les premières 48 heures, comme observé dans les cellules PAVEC (Mahler, Farrar et al. 2013). 

En revanche, le test fonctionnel (scratch test) des MS-1 détecte l'EndMT dès 24h après 

induction cytokinique alors que la modification d’expression des marqueurs endothéliaux ou 

mésenchymateux apparait dès 48 heures de traitement.  
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Au vu des cinétiques, nous avons choisi un traitement par l'IL1-β (10-20ng/mL) ou le TNF-α 

(50-100ng/mL) de 48 heures et 72 heures comme les conditions optimales pour l’évaluation 

de l’apparition de l‘EndMT et de sa modulation pharmacologique. La question d’une 

combinaison de cytokines inductrices d’EndTM reste à explorer pour les MS-1. Dans un 

modèle de cellules endothéliales microvasculaires intestinales (HIMEC) d’artères pulmonaires 

de souris, la synergie de l'IL-1β, du TGF-β1 et du TNF-α sur l’induction de l’EndMT a été 

démontrée par morphométrie et analyse des marqueurs endothéliaux et mésenchymateux et 

l’analyse de la barrière endothéliale suggérant une amplification possible dans le contexte de 

l’IBMIR (Good, Gilbane et al. 2015, Cho, Lee et al. 2018). Quoi qu’il en soit, l’ensemble des 

données sur les cellules endothéliales renforce notre hypothèse que la perte des îlots 

transplantés et le défaut de revascularisation des îlots pourraient être la conséquence non 

seulement d’une réaction inflammatoire liée à l’ischémie-reperfusion mais d’une EndMT de 

l’endothélium intra-insulaire impactant le fonctionnement de l’îlot. Ainsi, une inhibition 

pharmacologique de l’EndTM, est en accord avec la recherche d’un traitement protecteur de 

l’îlot du donneur, combiné à un effet anti-inflammatoire et cytoprotecteur chez le receveur.  

Effets cytoprotecteurs des analogues du GLP-1  

Les études sur les effets protecteurs des analogues du GLP-1 dans le contexte de la greffe 

d’îlots pancréatiques sont principalement orientées vers la prévention de la fonction 

endocrine des cellules β. L’équipe de Gooszen, a démontré que les analogues du GLP-1 

doublent la sécrétion d’insuline dans les îlots de chien, en réponse à des doses croissantes de 

glucose jusqu’à 7,5 mM (van der Burg, van Suylichem et al. 1997). D’autre part, l’effet 

protecteur de l’Exénatide a été démontré dans un modèle de diabète induit par 

pancréatectomie totale chez le singe, suivi d’une allogreffe d'îlots. Un pré-traitement ex vivo 
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des îlots du singe donneur avec 5 μg d’Exénatide améliorait leur fonctionnalité évaluée par la 

sécrétion d’insuline en réponse au glucose. In vivo, une amélioration du contrôle glycémique 

et de la sécrétion d'insuline des singes receveurs également  traités 2 jours en pré-operatoire 

par l’Exénatide (1 μg/kg) confirmait le bénéfice du traitement double à la fois des îlots du 

donneur, et du receveur (Buss, Rajab et al. 2012). L’intérêt d’une cytoprotection de l’îlot par 

les analogues du GLP-1 a déjà été évoqué dans le contexte de l’immunosuppression. Ainsi, les 

cellules d'insulinôme de souris (MIN6) sont résistantes aux effets toxiques induits par le 

cocktail d’immunosuppresseurs, Tacrolimus, Rapamycine et MMF lorsqu’elle sont 

transfectées et surexpriment le récepteur au GLP-1. 1 (D’Amico, Hui et al. 2005). Dans ce 

contexte, nos données sur l’effet amplificateur des MPs favorisant la transition-

mésenchymateuse et sa réduction par le Dulaglutide soulignent une action locale probable 

dans les îlots transplantés. L’ensemble de ces données souligne le potentiel thérapeutique des 

analogues du GLP-1 dans la préservation du bon fonctionnement des îlots au cours de la 

greffe. 

L’effet protecteur du Dulaglutide sur les cellules MS-1 est GLP-R dépendant 

Dans notre modèle, l’inhibition des récepteurs du GLP-1 par 200 nM d’Exendine (9-39) a 

restauré l’expression des marqueurs endothéliaux et s’est accompagnée d’une diminution de 

l’expression des marqueurs mésenchymateux dès les premières 48 heures post-traitement, 

mettant en évidence la réversibilité de l’EndTM et de plus un effet GLP-1R dépendant en 

réponse au Dulaglutide. Par ailleurs l’inhibition du GLP-1R des cellules-β RINm-5F par une 

concentration saturante de 200 nM d’Exendine avant induction cytokinique ou oxydative de 

6 heures réduit partiellement (50% maximum) la sécrétion d’insuline initialement améliorée 

par le Liraglutide [    ]. Ces données suggèrent qu’une partie de  l’effet protecteur du Liraglutide 
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est indépendante du GLP-1R, conformément aux observations faites dans l'endothélium 

murin et les myocytes cardiaques et vasculaires (Ban, Noyan-Ashraf et al. 2008). Li et al. ont 

également décrit une réversion partielle de l’effet protecteur du Liraglutide après 12 heures 

dans les cellules épithéliales (NRK-2), par inhibition pharmacologique avec 100nM d’Exendine 

(9-39) (Li, Ma et al. 2018). Quel que soit le modèle, les données convergent vers une 

protection partiellement dépendante du GLP-1R par le Liraglutide. Parce que, une 

concentration saturante maximale de l'exendine (9-39) ne modifie pas de manière 

significative l'expression du GLP-1R dans les RINm-5F par exemple (Gleizes, Kreutter et al. 

2015), on pourrait envisager alors que le Liraglutide exerce une cytoprotection partielle 

passant par l'intermédiaire d'un membre encore inconnu de la famille des récepteurs, comme 

le suggèrent des données rapportées chez des souris knock-out GLP-1R (Ban, Noyan-Ashraf et 

al. 2008).  Enfin, la possibilité que le remodelage de la membrane plasmique modulerait la 

capacité du GLP-1R à activer une signalisation en aval, a été évoquée par Chen et al. dans les 

cellules-β RINm-5F. Cette équipe a identifié le pouvoir potentialisateur de la production 

d‘AMPc dépendante du GLP-1R exercé par deux lipides de type endocannabinoïde 

(oleoyethanol-amide et 2-oleoyglycérol). Ils agiraient probablement par modification 

conformationnelle du GLP-1 lui-même en améliorant son affinité propre pour le GLP-1R 

(Cheng, Ho et al. 2015). En revanche, nos données sur les cellules endothéliales intra-

insulaires, sont en faveur d’un effet du Dulaglutide GLP-1R-dependant, mais, ne sont pas 

conclusives sur l’effet du Dulaglutide dans l’EndTM induite par le TNF-α.  
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Le Dulaglutide modifie les propriétés pro-inflammatoires des MPs émises par 

les cellules endothéliales intra- insulaires au cours de l’EndMT.  

L’association entre réponse inflammatoire et EndTM a été rapportée dans les cellules HUVEC 

stimulées par une combinaison de stress et d’une exposition de 48 heures au TGF-β1 

(10ng/mL) évaluée à l’aide de RT-PCR et de microscopie de fluorescence (Mina, Wang et al. 

2016). Dans notre modèle expérimental de cross-talk, les MPs (MPIL) émises par les cellules 

MS-1 en réponse à une concentration modérée d’IL1-β (20 ng/mL) sont pro-inflammatoires et 

favorisent l’expression de ICAM-1. La présence de Dulaglutide (1 µM) pendant 72 heures 

modifie les propriétés de ces MPs (MPD) qui deviennent anti-inflammatoires. Une même 

concentration de MPs (10 nM) induit donc soit une augmentation de 1,63 fois de l’expression 

de l’ICAM-1 (MPIL), soit limite cette expression (MPD). L’effet pro-inflammatoire des MPIL 

atteint 67 % de celui de l'IL-1β seule (20 ng/mL), soulignant l’impact important probable de 

l’action autocrine des MPs au sein de l’îlot transplanté. Dans notre modèle, le Dulaglutide a 

réduit la capacité des cellules cibles à capturer les MPs (MPD & MPIL) marquées avec la sonde 

lipidique PKH26. Ces données suggèrent donc un effet direct du Dulaglutide sur la réponse 

inflammatoire de l’endothélium et indirect sur l'amplification autocrine de la réponse 

inflammatoire médiée par les MPs. Une action bénéfique endothéliale du Dulaglutide a été 

rapportée dans un modèle in vitro d'athérothrombose. Dans ce modèle, les cellules 

endothéliales aortiques humaines ont été soumises à une augmentation endogène drastique 

d'IL-1β et d'IL-6 provoquée par Ox-LDLet  qui était limitée dès les premières 24h par de faibles 

concentrations de Dulaglutide (0,1 µg/mL) ramenant les cytokines, l'ARNm de VCAM-1 et de 

HMBB-1 à des niveaux proches de la ligne de base (Chang, Zhu et al. 2019). Un effet classe des 

analogues du GLP-1 sur la prévention des réponses inflammatoires endothéliales est soutenu 
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par d'autres données rapportées sur des HUVEC stimulées par le glucose ou le TNF-α et 

traitées par le Liraglutide montrant un retour de l'expression de VCAM-1 et ICAM-1 à la ligne 

de base dès 16h de traitement et persistant après 48h (Gaspari, Liu et al. 2011).  

9- Conclusion et perspectives  

A l’heure actuelle, le contrôle des réactions pro coagulantes à la phase initiale de la greffe 

d’îlots est assuré par un traitement héparinique en péri-et post-greffe et anti-TNF-α pour 

limiter la réponse inflammatoire. De nombreuses approches sont à l’étude pour limiter 

l’IBMIR, en particulier celles alliant un pré-traitement des îlots et un traitement du receveur. 

Toutefois, ces approches s’orientent principalement vers un contrôle global de la réaction 

inflammatoire et pro-coagulante et assez peu vers un traitement ciblant spécifiquement le 

maintien de la fonction et de la masse β insulaire par la préservation de la vascularisation des 

îlots. Pourtant, cette dernière stratégie semble déterminante pour le devenir du greffon à 

long-terme. Dans notre laboratoire nous avons émis l’hypothèse d’un lien entre les cytokines 

de l’IBMIR et la stimulation de l’endothélium intra-insulaire (greffons) et de la veine porte 

(receveur). La perte des phénotypes endothéliaux et par suite un défaut de revascularisation 

serait donc une cause majeure de perte du greffon à court terme. A ce titre, les résultats 

obtenus in vitro et in vivo et portant sur l’utilisation des analogues du GLP-1 en greffe d’îlots 

pancréatiques, s’inscrivent dans cette approche spécifique du contrôle de l’IBMIR. En effet, 

les incrétinomimétiques présentent le double avantage de stimuler la fonction sécrétrice de 

la cellule β mais aussi d’assurer sa survie dans un contexte de stress. Les MPs, vésicules émises 

par la cellule en situation de stress, sont des acteurs majoritaires dans l’IBMIR, de par leurs 

propriétés pro-coagulantes et de par les médiateurs inflammatoires et pro-apoptotiques 

qu’elles véhiculent. Ce travail de thèse s’est donc attaché à évaluer l’étude de l’EndMT induite 
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par des cytokines de l’IBMIR et en parallèle l’étude de l’émission des MPs et leurs effets 

autocrines sur la cellule endothéliale, dans le contexte inflammatoire mimant celui de l’IBMIR, 

et d’évaluer si les MPs constituent des cibles thérapeutiques pour les analogues du GLP-1. 

L’étude a permis de montrer que les cytokines de la reaction IBMIR induisent une EndTM des 

cellules endothéliales intra-insulaire. L’EndMT a été démontrée réversible par le Dulaglutide 

qui limite la réponse inflammatoire. De plus, les MPs émises au cours de l’EndTM amplifient 

le stress inflammatoire. Si le modèle de l’EndTM que nous avons caractérisé apparaît solide 

pour l’exploration de la modulation pharmacologique des effets délétères des cytokines de 

l’IBMIR sur les cellules endothéliales intra-insulaires, des données complémentaires restent à 

explorer pour asseoir notre hypothèse de l’effet anti-inflammatoire et anti-EndTM du 

Dulaglutide. Des études complémentaires in vitro reste à réaliser pour valider les voies de 

signalisation impliquées dans l’EndTM et sensibles au Dulaglutide. Nous privilégierons l’étude 

de smad 2/3/7, effecteurs classiques de ALK5. De plus, une seule concentration de Dulaglutide 

a été utilisée dans notre modèle, correspondant à une valeur maximale des concentrations 

circulantes d’analogue du GLP-1 chez les patients traités actuellement. L’exploration des 

effets concentration-dépendante du Dulaglutide reste à réaliser. L’expression du TGF-β type I 

récepteurs ALK5 sur les MS-1 a été significativement augmentée en présence du Dulaglutide. 

D’autres récepteurs du TGF-β ont été décrits dans les cellules endothéliales tels que le ALK1. 

L’exploration des effets du Dulaglutide sur leur expression est inconnue. L’impact du 

Dulaglutide sur les remodelages membranaires devra être étudié dans les MS-1. En effet, des 

données du laboratoire sur les RINm-5F traitées par du Liraglutide et d’autres publications, 

rapportent un effet partiellement dépendant du GLP-1R avec un remodelage membranaire 

(flip-flop) altéré.  Il serait aussi intéressant d’étudier les protéines partenaires des récepteurs 

ALK5 comme l’endogline et les transporteurs impliqués dans le flip-flop (scramblase, flippase). 
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L’exportation de protéines actives dans les MPs devra également être recherchée pour 

identifier d’éventuels acteurs moléculaires expliquant l’impact du Dulaglutide sur les 

propriétés des MPs notamment pro-inflammatoire et pro-mésenchymateuse. En effet, les 

microparticules des cellules endothéliales ont été décrites comme porteuse de eNOS, et de 

caspase-3 susceptibles de contribuer à la réponse aux cytokines de l’IBMIR.  

Intérêt d’un modèle 3D 

Les données obtenues en culture 2D seront à confirmer dans un modèle cellulaire 3D dit 

organoïde mimant la structure et l’environnement des îlots. Cette structure constituée de 

cellules MS-1 et de cellules sécrétrices d’insuline INS-1 se rapproche des conditions 

d’interaction cellulaire dans les îlots greffés. La fonctionnalité des pseudo-îlots sera vérifiée 

par la mesure de la sécrétion d’insuline en réponse à une élévation de la concentration de 

glucose. En effet, les INS-1 sont répondeuses au challenge hyper-glucosé alors que les RINm-

5F plus stables, développent préférentiellement une réponse apoptotique lente. Après 

dissociation des pseudo-îlots, le potentiel cytoprotecteur du Dulaglutide pourra être confirmé 

par cytométrie en flux en quantifiant la proportion de cellules endothéliales et de cellules à 

caractère mésenchymateux à différents temps de stimulation par les cytokines (0-72 heures. 

De plus, les MPs émises au cours de l’EndTM, seront produites en milieu 3D dans les conditions 

validées du modèle, puis, appliquées après marquage par PKH26 au pseudo-îlots naïfs, pour 

établir leur cinétique de progression au sein de la structure, tandis que l’altération des 

réponses insuliniques ou inflammatoires seront évaluées dans le milieu de culture.  

Parceque, l’étude in vivo de la réaction IBMIR est difficile à mettre en œuvre l’utilisation de 

modèles plus complexes d’interactions entre sang et îlots est nécessaire. Pour cela, le modèle 

de blood-loop proposé par Akima et al., est complétement adaptable à l’étude des 
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interactions des pseudo-îlots avec le sang portal ou ses élément constitutifs et à la modulation 

pharmacologique (Akima, Hawthorne et al. 2009, Liuwantara, Chew et al. 2016). Ainsi, les 

effets cytoprotecteurs des analogues du GLP-1 seront accessibles à la comparaison. De plus, 

d’autre molécules cytoprotectives récemment proposées pour la protection des îlots comme 

la protéine C mutante dépourvue de propriété anticoagulante sont efficaces dans ce modèle 

et pourraient servir de référence standard (Mosnier, Zlokovic et al. 2007).   

Intérêt et étude in vivo 

La mise en place d’un modèle in vivo de greffe d’îlots chez l’animal diabétique sera nécessaire 

pour l’évaluation du traitement pharmacologique par le Dulaglutide au cours de l’IBMIR et de 

l’EndTM. Le modèle de greffe intraportale d’îlots dans le lobe de Spiegel chez le rat constitue 

une technique de référence permettant l’étude de l’implantation des îlots dans une zone 

restreinte du foie. Néanmoins, l’utilisation de souris transgéniques à expression conditionné 

du récepteur au GLP-1 dans les vaisseaux et le pancréas est un atout indispensable pour 

confirmer les mécanismes de contrôle mis en jeu dans l’IBMIR et l’EndTM.  Enfin, une étude 

histologique du greffon et un monitoring des MPs de cellules β et endothéliales insulaires à 

l’image des travaux en recherche clinique (Amoura, El-Ghazouani et al. 2020) pourront être 

proposés. Parmi les biomarqueurs associés aux MPEs, plusieurs miRNAs modulent 

l’expression génique des cellules cibles (Orozco and Lewis 2010). L’angiomiRNA-126 impliqué 

dans la préservation de l’endothélium (Zernecke, Bidzhekov et al. 2009) et le miRNA-375 

impliqué dans la préservation de la masse et de la fonction de la cellule β pourront être étudiés 

(Chen, Lan et al. 2014).  
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                            Noura Sbat 

 

Etude de la transition endothélio-mésenchymateuse des cellules endothéliales 

intra-insulaires de souris et modulation pharmacologique : Intérêt dans la greffe 

d’îlots pancréatiques 

 

 

La revascularisation des îlots greffés est déterminante pour le succès de la greffe. Le contact des îlots avec le 

sang de la veine porte induit une réaction inflammatoire précoce appelée IBMIR caractérisée par la production 

de cytokines pro-inflammatoires dans l'environnement des îlots. Une des réponses endothéliales au stress de 

l'ischémie et de l'IBMIR est la transition endothélio-mésenchymateuse (EndTM). Notre étude réside dans la 

caractérisation de l'EndTM et dans l’étude de l’effet protecteur du Dulaglutide sur l'endothélium intra-insulaire 

contre l'EndMT induite par les cytokines de l'IBMIR. Nos données indiquent une diminution progressive des 

marqueurs endothéliaux et l'acquisition de marqueurs mésenchymateux des cellules endothéliales 

accompagnée de la libération de microvésicules pro-inflammatoires. Le Dulaglutide exerce une cytoprotection 

contre les réponses induites par les cytokines de manière GLP-1R dépendante, ainsi que diminue l'effet 

proinflammatoire cytotoxique des MVs. Le Dulaglutide représente une potentielle thérapie adjuvante pour 

améliorer l’efficacité de la greffe d’îlots. 

Mots clés : EndTM, endothélium, Dulaglutide, MVs 

 

Revascularization of the transplanted islets is crucial for the success of the transplant. Islet contact with portal 

blood induces an early inflammatory response called IBMIR characterized by the production of pro-inflammatory 

cytokines. One of the endothelial responses to the ischemia and IBMIR is the endothelial-mesenchymal transition 

(EndMT). Our study lies in the characterization of EndMT and in the investigation of the protective effect of 

Dulaglutide on the intra-insular endothelium against IBMIR cytokine induced-EndMT. Our data indicate a 

progressive decrease in endothelial markers and acquisition of mesenchymal markers, accompanied by the 

release of proinflammatory microvesicles by endothelial cells. Dulaglutide exerts cytoprotection against cytokine-

induced responses in a GLP-1R-dependent manner, as well as decreases the cytotoxic proinflammatory effect of 

MVs. Dulaglutide represents a potential adjuvant therapy to improve the efficacy of islet transplantation.  

Keyword: EndMT, endothelium, Dulaglutide, MVs 

 


