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1 PROBLEMATIQUE

De l'isolement des ilots pancréatiques a leur imgaligon, I'inflammation est omniprésente au
cours de la transplantation d'ilots pancréatiqlas effet, le greffon est soumis a un stress
physique et chimique considérable au cours desédures préimplantatoires. Pourtant, le
maintien d’'une inflammation controlée est essengelur préserver la survie et la
fonctionnalité du greffon a court et long terme. €evail de thése a pour but d’identifier
précisément les mécanismes inflammatoires a lioeigie la perte précoce des ilots et de

déterminer des cibles thérapeutiques pour limigsrréactions inflammatoires.

2 INTRODUCTION

2.1 Le pancréas, les ilots pancréatiques et I'insuline

» Le pancréas
Le pancréas est une glande mixte qui pese enteeld®g (en moyenne 80g) chez ’lhomme
adulte. Il se divise en trois parties : la tétecdeps et la queue. De forme triangulaire, il est
situé en grande partie derriere I'estomac, sasiiiffant de 'anse duodénale et sa queue se

poursuivant par la ratéig. 1-1).
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Figure 2-1. Schéma de la face ventrale d’'un pancrédaumain.

Source : http://www.arizonatransplant.com
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Le pancréas comporte deux parties anatomiquemehiysiologiquement différentes :

- Une partie exocrine composée par les cellulereasies du pancréas qui produisent et
sécretent des enzymes digestives et des ions bt (HCQ). HCO; est un anion basique
qui neutralise l'acide chlorhydrique (HCI) proddéns I'estomac. Les protéases, nucléases, et
lipases digestives synthétisés permettent de dégrdels nutriments. Les enzymes
pancréatiques et HGGsont collectés dans les canaux pancréatiques giéwarsent dans le
duodénum (Suckale & Solimena, 2008).

- Une partie endocrine formée de nombreux ilotscp@gtiques (décrits par Langerhans),
notamment dans la région de la queue de la glanpie des vaisseaux (au nombre de 1 a 2
millions). Leur poids total ne constitue qu’envird? du poids total de la glande.

Ainsi, la majorité des cellules du pancréas tré&qabur la digestion d’'un repas alors qu'une
infime minorité, les lots, envoie des sighauxauttes organes qui collaborent pour réguler le

métabolisme et spécifiquement pour maintenir I'hogtésie glycémique.
2.1.1 Lesilots pancréatiques

Les ilots pancréatiques forment une partie relates/@ modeste, mais vitale de la masse
pancréatique. Il s'agit d'un groupe de cellulesoigges dans des sphéres minuscules ou ilots
d’environ 150-20um de diametre. Les flots pancréatiques formentispoditif de détection
des éléments nutritifs. lls sont étroitement cotg®@ l'organe source, lintestin, et aux
organes cibles, le foie, les muscles et les callgtaisseuses par un réseau de capillaires trés
développé. En effet, les ilots sont tres bien Vasisés et recoivent environ 15% des
ressources sanguines du pancréas (soit 10 foisdglsang par volume de tissu que tout le
compartiment exocrine) (Henderson & Moss, 1985).plkes, la sécrétion d’'insuline dans le
flux sanguin est facilitée par la présence de tmb insulaires plus grands (5 vs. 4
micromeétres) et d’un endothélium fenestré qui augmea perméabilité (Bendayan, 1993).

Les Tlots Fig. 1-2) sont composés de trois types cellulaires majetiglusieurs types de
cellules mineures : les cellules B, les plus noodee (2/3 des cellules insulaires), qui
sécréetent l'insuline, une hormone hypoglycémiaréss ;cellulesu qui sécrétent le glucagon,
une hormone hyperglycémiante ; les celldegii sécretent la somatostatine et les cellules PP
qui sécretent le polypeptide pancréatique qui exeles effets sur le tractus digestif. En
moyenne, dans le pancréas humain, les celluleslatssproduisent de l'insuline (67%) du

glucagon (10%), de la somatostatine (3%), ou dypagtide pancréatique (19%)(Stefan, et
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al., 1982). Ces chiffres masquent toutefois desatians considérables entre les régions
distinctes du pancréas, entre les sexes, et @stespeces.

Figure 2-2. llot pancréatique de Rat par microscoje a épifluorescence

Le marquage de IMlot est réalisé par immunohistochmie a I'aide d’'un anticorps primaire anti-insuline et d'un

anticorps secondaire couplé a I'Alexa 488. (Clichdu laboratoire)

Par exemple, chez la souris, les ilots produisémg g'insuline et moins de glucagon par
rapport a 'homme. De plus, les cellules insuladtessouris sont réparties avec un noyau
central de cellules 3 et une enveloppe contenartyees de cellules restantes, alors que dans
les flots humains, la distribution apparait aléatdBrissova, et al., 2005; Cabrera, et al.,
2006).

2.1.2 VL’insuline

L'insuline est une hormone peptidique hétérodimérifprmée d’'une chaine A de 21 acides
aminés et d’'une chaine B de 30 acides aminés paie® ponts disulfure interchaines. La
chaine A porte en outre un pont disulfure intracegMoussard, 2006).

Dans le pancréas, linsuline est synthétisée saudotme d'une préprohormone (pré-

proinsuline) constituée d'une seule chaine pepialiget biologiguement peu active.

L’élimination du peptide signal permet I'obtentide prohormone (proinsuline) qui subit une
maturation en hormone active dans I'appareil dgigbh prohormone est alors scindée en un

peptide C, constitué de 33 acides aminés et etinesactive.
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Figue 2-3. La structure de la pré-proinsuline.
(Stay, et al., 2007)

Sa sécrétion est, pour une large part, sous landépee du glucose. L'insuline est la seule
hormone hypoglycémiante. Malgré les périodes deepalimentaire et de jelne, le glucose
plasmatique reste compris entre 4 et 7 mmallez des individus normaux. Ce controle strict
est régulé par I'équilibre entre I'absorption ducgke dans l'intestin, sa production hépatique,
et son absorption ou utilisation dans les tissufppériques. L'insuline exerce son rdle de
principal régulateur de la glycémie en augmentatisbrption du glucose dans le foie et le
tissu adipeux, la lipogenése hépatique et museyl&r glycogénogenese et la synthese de
protéines. Elle agit aussi en inhibant la lipolyt®e,glycogénolyse et la dégradation des
protéines [Fig.1-4). De plus, l'insuline stimule la croissance edliféérenciation cellulaire, et
favorise le stockage de substrats dans le tispeaxi(Saltiel & Kahn, 2001).
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Figure 2-4. La régulation du métabolisme par l'insuine

L'insuline favorise la synthese et le stockage detugides, des lipides et des protéines, en inhibalgur dégradation et
leur libération dans la circulation. L'insuline stimule I'absorption du glucose, des acides aminés eadides gras dans
les cellules. Elle augmente I'expression ou l'actié d es enzymes qui catalysent la synthése du glgeae, des lipides et

protéines, tout en inhibant l'activité ou I'expres#on des enzymes qui catalysent la dégradation. (Sal & Kahn, 2001)

Toutefois, il a été démontré qu’une montée glycémiglentiqgue aprés une charge orale ou
intraveineuse en glucose induit une réponse inguknnettement plus importante lorsque le
glucose est administré par voie orale (Nauck, et H)86). Cet effet est attribué a la

situmulation par le bol alimentaire d’hormones stitgales désignées sous le nom d’incrétines
(Vilsbgll & Holst, 2004). Parmi ces hormones, leR5L, est libéré au niveau du tube digestif
dans les minutes qui suivent l'ingestion d’'un re@a libération est suivie d’une sécrétion

d’insuline glucodépendante. Le GLP-1 est donc aw@réi comme une hormone insulinotrope
glucodépendante qui ne stimule I'insulino-sécrétqprien présence de glucose intestinal.

L’effet incrétine est responsable de 60 % de lalpcton d’insuline Fig. 1-5).
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Figure 2-5. Description de I'effet incrétine

En réponse a une absorption orale de glucose, un msager hormonal, le GLF-1 est synthétisé par les cellules
intestinales, libéré dans la veine hépatoportale agui aboutit a la stimulation de la sécrétion d'insuline.(Burecelin, et
al., 2007).

2.2 Physiopathologie du diabete

2.2.1 Définition

Le diabete est défipar une hyperglycémie chronique liée soit a unii®udle la sécrétion ¢
I'insuline, soit a un troublde I'action de I'insuline, soit les de. Selon les (teres actuels, le
diabéte est défini par erglycémie plasmeque a jeun supérieure a 1,2€. L’hyperglycémie
chronique est la cause principale de la survenue adenplications dégératives de la
maladie diabétique mais cel-ci sont néanmoins susceptibles d’étre évitées aiuaio moins

retardées par un traitement adéc
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Actuellement, la classification nosologique du éigbutilisée est celle publiée en 1997 par un
groupe d’experts sous la responsabilité de I'Asgam Américaine du Diabéte (ADA) et
entérinée par I'Organisation Mondiale de la SaG$!1§).

Cette classification met en exergue les differemmephysiopathologie des diabetes de type 1
(DT1) et de type 2 (DT2). Dans le DT1, I'hyperglyté est due a une carence absolue en
insuline, secondaire a la destruction auto-immueseallule$ des ilots de Langerhans. Dans
le DT2, la carence en insuline est relative etgdmglycémie est liée a I'association, a des
degrés divers, d’'une insulinorésistance et d’'uselinopénie. Ces 2 types de diabete ont de

nombreuses caractéristiques cliniques et biologigiféérentesTab. 1-1).

Diabéte de type 1 Diabéte de type 2 ‘
Fréquence relative 10-15% 85-90%
Antécédents familiaux + +++
Découverte de la maladie Brutale & avant 30 ans Progressive & apres 40 ans
Surpoids Absent Présent
Symptdmes +++ -
Insulinosécrétion Absente Persistante
Auto-anticorps Oui Non
Traitement Insuline Régime, exercice, ADO

Tableau 2-1. Caractéristiques des diabétes de typesl 2
(Rodier, 2001)

D’autre part, les diabétes dits "spécifiques" ssetondaires a une maladie pancréatique, a
une endocrinopathie, iatrogenes ou encore liés sa atmalies génétiques. Le diabete
gestationnel correspond a un trouble de la tolé&ghacidique apparaissant entre la 24eme et
la 28éme semaine de grossesse et disparaissarst lEgreouchement. Enfin, la classe
"altération de I’homéostasie glucidique" correspandes anomalies minimes de la régulation
glycémique qui traduisent une augmentation du esqgile diabete et de maladie
cardiovasculaire.

2.2.2 Histoire du Diabéte

Le terme diabéte vient du grec dia-baino » qui signifie traverser. Il caractérisait des
personnes ayant une maladie dramatique qui enttrait@mort rapide chez des sujets jeunes.
Brievement résumé, I'histoire du diabete commengeX®lléme siecle notamment avec

Thomas Willis qui fut 'un des premiers a décriee présence de sucre dans l'urine des
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patients diabétiques. Il distingue alors la malatisbétique en 2 classes : le diabéte sucré dit
« mellitus » et le diabete insipide dit « insipidusEn 1869, Paul Langerhans montre que le
pancréas contient non seulement des cellules aatid suc pancréatique, mais un autre type
de cellules dont il ignore la fonction. Ces celulg@orteront plus tard son nom.
Ultérieurement, les travaux de Claude Bernard surfdnction glycogénique du foie
permettront & Oscar Minkowski et Joseph Von Mehdiggablir le rdle du pancréas en 1886
a l'université de Strasbourg. Enfin, I'insuline aetécouverte en 1921 par Frederick Banting
et Charles Best.

2.2.3 Données épidémiologiques

Selon 'OMS, 366 millions de personnes dans le mogigdient atteintes de diabete en 2011.
Les prévisions pour 2030 ne sont pas trés encoamége et envisagent 552 millions de cas.
En 2011, le diabéte est a I'origine de 4,6 milliolesdécesCes chiffres peuvent notamment
s’expliquer par le lien étroit qu’il existe avecrteode de vie, incluant I'inactivité physique et
les choix alimentaires (Cecchini, et al., 2010). &fet, la croissance économique et le
développement facilitent I'acces aux commodités enoels, augmentent ainsi l'apport
calorique et réduisent les dépenses énergétiqumsk@s, 2006). D’'autre part, I'urbanisation
promouvoit également la sédentarité a travers flassports meécanisés, I'exposition au

marketing et I'acces a une alimentation induseié¢Bturm, 2004)Kig. 1-6).
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Figure 2-6. Relation entre les facteurs sociétauxt & prévalence du Diabéte
(Siegel, et al., 2011)
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D'apres [linstitut de veille sanitaire, en 2009 lprévalence du diabete traité
pharmacologiqguement était estimée a 4,4% de lalabpo résidant en France. Ainsi le
nombre de personnes diabétiques a été estimé eomr/© millions de personnes, soit au
moins 160 000 personnes diabétiques de type 1 [5&%moins 2,7 millions de personnes
diabétigues de type 2 traitées pharmacologiquer®in®%), et environ 70 000 autres types
ou cas non typés de diabéte traité pharmacologigoe(@,5%). En 2009, il existe de fortes
variations des taux standardisés de prévalencaahetd traité pharmacologiquement entre
les zones géographiques francaises considéréesxéaple, une prévalence particulierement
élevée était observée dans les Départements d'®dre La Réunion 8,8%, Guadeloupe
8,1%, Martinique 7,4%, Guyane 7,3%. En métrop@ejdart nord-est n’est pas épargné avec
une prévalence de 5,4% dans le Nord-Pas-De-Cdldes %6 en Alsacd~{g. 1-7).

254 - 401
Bl 401 -a51
B 451383

u“ ¢ @ 9

Martingue Guadeloups Réunion Guyane

Figure 2-7. Taux standardisés de prévalence du diat®traité, par département, en 2009

Source : http://www.invs.sante.fr

Par rapport a ses voisins européens, la Franc#é aneaprévalence du diabéte diagnostiqué, a
age et sexe égaux, qui se situerait dans la moydimgefois, ces estimations reposent sur
des définitions du diabete qui varient d’'un payaa@tre. En 2005, la prévalence était estimée
en France a 3,2 %, une estimation proche de cefié’dys-Bas (3 %), du Danemark (3,1 %)
et de I'Angleterre (3,3 %), alors que des taux jgliesés étaient retrouvés en Autriche (3,8 %)
et au Luxembourg (3,5 %), et des taux plus basmarfle (2,6 %), Ecosse (2,7 %), Belgique

(2,9 %) et Suede (2,8 %).
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2.2.4 Le diabéte de type 1

Le DT1 est une maladie auto-immune déclenchée paiow plusieurs facteurs lies a
'environnement. Il survient chez des sujets gép@ment prédisposes (Atkinson &
Eisenbarth, 2001). Le déclenchement de la réadlioto-immune induit la destruction

progressive des cellulef des flots de Langerhans qui conduit & une inspéne

progressive.
2.2.4.1 La génétique du diabéte de type 1

Les formes monogéniques de DT1 sont rares et gpitfuement accompagnées par d’'autres
manifestations auto-immunes liées aux perturbatams/oies régulatrices communes. Les
genes liés a une susceptibilité accrue de dévelapp®T1 sont nombreux et sont impliqués
pour la plupart d’entre eux dans la réponse immdmeitefois, I'haplotype hétérozygote
DR3/4-DQ8 codant pour le complexe majeur d’histopatibilité (CMH) représente le plus
grand facteur de risque (30 a 50%) de développ®Th (Noble, et al., 1996). D’autres loci
indépendants du CMH contribuent au risque de dépelola maladie, mais avec des effets
plus faibles. Parmi eux figurent entre autres,aieess régions du géne de l'insuline, « Protein
tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 » (PZRNZytotoxic T-Lymphocyte Antigen

4 » (CTLA4), «Interleukin 2 receptor alpha »(IL2Ret « Interferon-induced helicase C
domain-containing protein 1 » (IFIH1) (Van Bellg, &., 2011). De plus, les séquencages
récents du génome humain entier ont établi de rmauvée lien entre 40 loci et un risque
accru de développement du DT1 (Barret & al, 2009).

2.2.4.2 Les facteurs environnementaux liés au diabéte de type 1

La présence d’auto-anticorps dirigés contre les ji@ncréatiques avant le début clinique de
la maladie suggére gu'il existe une séquence d&wents précédant I'hyperglycémie. Les
annees, les mois qui séparent l'initiation de leeckon des évenements diabétogénes posent
donc le probleme de la découverte des facteursr@mementaux déclenchants. Pour
expliqguer ces évenements, des liens ont été étabti® des infections virales avec des
entérovirus (Filippi & von Herrath, 2008) et la ganue du diabete de type 1. Les virus ne
sont pas les seuls a étre mis en cause, les leactéila flore intestinale pourraient jouer leur
propre role. En effet, la paroi intestinale des élesl de DT1 et des patients diabétiques ne
semble pas avoir la méme capacité a former un@&bagéparant efficacement les bactéries

du systéeme immunitaire. Ce manque d’étanchéitérpibuainsi augmenter I'exposition des
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antigénes bactériens au systéme immunitaire etrif®rola survenue de l'auto-immunité
diabétique (Vaarala, et al., 2008).

2.2.4.3 La pathogénie du diabete de type 1

L’hypothése du déclin linéaire des cellulgpancréatiques établie par Eisenbarth en 1986
reste le modéle de référence pour le DFity.(.-8) (Eisenbarth, 1986). Selon ce modéle, un
individu génétiguement prédisposé rencontre a unmemb donné certains agents
environnementaux qui vont initier 'auto-immunit&igée contre les ilots pancréatiques. Ce
processus va conduire a un déclin linéaire de lasefa pancréatique, le développement
d’auto-anticorps, I'hyperglycémie et éventuellemémtperte compléte du peptide-C. Les
principaux auto-anticorps sont réactifs avec 4 antigenes d’ilots : « Insulinoma-associated
antigen-2 » (I-A2) ; I'insuline (mIAA), l'acide gbamique décarboxylase 65 (GADG65) et le
transporteur du Zinc 8 (ZnT8) (Van Belle, et a012).
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Figure 2-8. Pathogénie du diabéte de type 1
(Van Belle, et al., 2011)

2.2.5 Le diabéte de type 2

Le DT2 représente 90% des diabétes rencontrés Idamonde. Il est en grande partie le
résultat d’'une surcharge pondérale et de la sédént®éme si les causes directes du DT2
sont partiellement comprises, il est maintenaniraf@ent établi que le DT2 est une
pathologie multifactorielle. Comme pour le DT1, defacteurs génétiques et

environnementaux contribuent a la survenue de ladiea
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2.2.5.1 La génétique du diabéte de type 2

Le fait que le DT2 soit une maladie génétique @t lbonnu des cliniciens par la fagcon dont
il survient dans certains cercles familiaux, etdaertaines ethnies a risque. Cela fait déja 2
décennies que le lien génétiqgue est établi, notarhraeec la célébre étude de jumeaux
monozygotes en Grande-Bretagne qui montrait un teugoncordance de 100% pour cette
maladie (Barnett, et al., 1981). Toutefois, ce tgfEude ne fournit aucune information sur
'impact de la génétique dans cette maladie. Extifitein gene défectueux qui détériore
directement le systeme de I'homéostasie glucid®udternativement, existe-t-il une ou
plusieurs anomalies génétiques qui prédisposemtrealadie ? Bien que les causes génétiques
de plusieurs formes monogéniques de diabéte séiablies, seulement quelques variabilités
conduisant a un DT2 commun ont été clairement ifiée$ et conferent individuellement
seulement un faible risque de développer un DT2n{B#, et al., 2005). Des études de lien
ont reporté plusieurs régions chromosomiques l&ePDT2 et ont permis d’identifier des
variabilités génétiques présumées responsable «l@adcium-Activated Neutral Proteinase
10 » (CAPN10), «Ectonucleotide Pyrophosphatasesfptimdiesterase 1 » (ENPPL1),
« Hepatocyte nuclear factor 4 alpha » (HNF4A) atlionectin, C1Q and collagen domain
containing » (ACDC). En parallele, certains genasdidats ont été reportés comme des loci
associés au DT2. Plus précisément, les variabibteservées pour le récepteur nucléaire
« peroxisome proliferator-activated recepios (PPAR) et le canal potassique « potassium
inwardly-rectifying channel, subfamily J, member »11(KCNJ11) font parties des
associations les plus convaincantes. L'associddéigrius forte du DT2 a été localisée avec le
facteur de transcription « Transcription factorikel2 » (TCF7L2) et a été constamment

répliquée dans plusieurs populations (Sladek,. e2@07)
2.2.5.2 Les facteurs environnementaux liés au diabéte de type 2

Le génotype diabétique cause uniquement une psiisg pour l'intolérance au glucose.
Toutefois, le développement du phénotype diabétifyend des facteurs environnementaux,
le mode d'action de certains paraissant évidentd'atitres moins. Comme attendu,
I'association positive entre I'obésité et le mangleectivité physique dans le développement
DT2 existe. Toutefois les individus qui ne fumeas et qui ont une consommation d’alcool
modérée sont mieux protégés (Hu, et al., 2001)utéapart, de nombreuses études ont
montré une association forte entre une alimentaiicine en calories, le manque d’activité

physique et le risque de développer un diabéteh,e2005).
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2.2.5.3 La pathogénie du diabete de type 2

Les sujets atteints de DT2 présentent plusieurtugertions de I'’homeéostasie glucidique,
dont une perturbation de la sécrétion d’insuling insulino-résistance dans les muscles, le
foie et les adipocytes et des anomalies de la dasgucose splanchnique (DeFronzo, 1997).
L’insulino-résistance dans les muscles et le feteuae caractéristique majeure du DT2. Chez
les sujets obéses, le tissu adipeux viscéral libaeegrande quantité d’acides gras libres qui
sont transportés au niveau du foie. Ces acides lim&s favorisent une surproduction de
glucose et la synthese de triglycérides. Au niveaisculaire, 'augmentation des acides gras
circulants rend leur utilisation préférentielle denque le stockage et I'utilisation du glucose
musculaire sont diminués. Ainsi, I'augmentation ldeproduction de glucose hépatique
détermine 'élévation du glucose plasmatique a jeher les individus atteints de DT2. Cette
augmentation s’explique par I'insulino-résistanogjs également par une augmentation de la
production de glucagon.

Bien que l'insulino-résistance soit établie, laétahce glucidique reste normale grace a
'augmentation de la sécrétion d’'insuline. L’hypesilinisme vise a compenser l'insulino-
résistance afin de permettre aux cellules de récdeoglucose dont elles ont besoin.
L’hyperinsulinisme peut se prolonger pendant plusie années et maintenir une
normoglycémie. Toutefois, cette hyperinsulinismeceaduire a long terme a I'épuisement
progressif du pancréas et donc a l'incapacité dwcngas a sécréter les quantités d’'insuline
nécessaires a la régulation de la glycémie. De fdAusroduction excessive d’'acides gras par
le tissu adipeux chez les sujets qui ont un sugpetd’élévation a bas bruit de la glycémie

contribuent d’ailleurs a une insulinopénie progness

2.2.6 Les complications du diabéte (Perlemuter, et al., 2003)
2.2.6.1 Les complications métaboliques aigués

2.2.6.1.1 L’hyperglycémie

L’hyperglycémie se définit par une glycémie tropw@e supérieure & 7 mmdla jeun et de

11 mmol.I', une & deux heures aprés un repas. Elle se plodsiue la quantité d'insuline
dans le sang est insuffisante par rapport a latgéate glucose qui apparait dans le sang. Les
principales causes de I'hyperglycémie sont un ssrpl’alimentation, une diminution de
I'activité physique, une insuffisance d’'insuline/oet d’antidiabétiques oraux (erreur de
dosage), un stress physique (maladie, chirurgiection, etc.) ou psychologique (deuil,

nouvel emploi, déménagement, etc.), la prise daiosrmédicaments (comme la cortisone).
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Elle se caractérise entre autres par de la fatigue polyurie, une polydipsie, une respiration
rapide, une haleine fruitée, des douleurs abdoesretl des troubles de la conscience.

2.2.6.1.2 L’hypoglycémie

L’hypoglycémie se définit par une glycémie infériea 4 mmol:f. Elle est généralement liée
aux traitements prescrits, a la quantité et laneaties aliments consommeés et a la quantité et
le type d'activité physique pratiguée. Les principasymptdomes de I'hypoglycémie se
divisent en deux catégories. En effet pour luttemtie I’hypoglycémie, I'organisme sécrete
des catécholamines (adrénaline et noradrénalineja entrainer les symptomes suivants :
anxiété, faim, nausées, transpiration, trembleraentD’autre part, I'insuffisance de glucose
au niveau des cellules du systeme nerveux engemngreeuroglycopénie qui peut déclencher
les symptémes suivants : changement de I'humenfusion, convulsions, faiblesse, fatigue,

maux de téte, troubles de la concentration etc.
2.2.6.1.3 L’acidocétose diabétique

Elle est définit par I'association d’'une hyperglggé, d’'une cétonurie élevée, d’'un pH
sanguin acide ou d’'un taux de bicarbonates plagomafaible. L'acidocétose diabétique est la
conséquence d'un déficit absolu ou relatif en imgulDans 30% des cas, elle survient trés
exceptionnellement chez les diabétiques de typell2.se caractérise par une dyspnée de
Kussmaul, un état de conscience le plus souvemomsgux, une déshydratation le plus
souvent extracellulaire et quelques symptdmes sliveotamment I'odeur acétonique

« pomme reinette » de I'haleine.
2.2.6.1.4 Le coma hyperosmolaire

Moins fréquent que Il'acidocétose diabétique, le @ohyperosmolaire est de bien plus
mauvais pronostic (20 — 50% de mortalité). Il sentihabituellement chez des patients ageés
porteurs du DT2. Les symptdmes s’installent tragymssivement sur plusieurs jours, voire
sur plusieurs semaines. Il se caractérise prireipaht par des troubles profonds de la

conscience et une déshydratation intracellulairssime.
2.2.6.2 Les complications chroniques dégénératives
2.2.6.2.1 Microangiopathie & Macroangiopathie

La microangiopathie recouvre I'ensemble des |ésmosstatées au cours du diabete sur les

petits vaisseaux (artéres, veines, capillaires)nddiameétre inférieur a 30um. La
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microangiopathie est spécifique du diabéte. Elteresponsable de l'atteinte des capillaires
rétiniens et glomérulaires rénaux. Elle participg Esions du systéme nerveux.

La macroangiopathie définit les lésions des grosgesnoyennes arteres. C'est le plus

important facteur de mortalité des diabétiqueso@arite, infarctus du myocarde, artérite des
membres inférieurs et hypertension artérielle sm$ fréquents chez les diabétiques. Dans
les coronaires et les artéres des membres inférimg diabétiques, les dépots lipidiques et les
lésions athéroscléreuses compliquées de sténoskolditérations vasculaires sont plus

importantes que chez les non diabétiques
2.2.6.2.2 Risques cardiovasculaires

L’athérosclérose prématurée du diabétique estp@aésculiere par sa précocité d’apparition,
ses localisations multiples (coronaires, artereslecéles, artéres périphériques) et sa gravité
évolutive. Une surmortalité d’origine cardiovasdrdaest clairement établie, aussi bien chez
les patients atteints de DT1 que ceux de DT2. 7B%d#ces chez les diabétiques sont dus a
des accidents cardiovasculaires (angine de paitiiri@ctus du myocarde, artériopathie des
membres inférieurs, accidents vasculaires cérépraux

Les anomalies du métabolisme des lipides sont égaieplus fréquentes dans la population
diabétique. En effet, 'augmentation de la conceditn des lipoprotéines de tres faible
densité (VLDL) induit une hypertriglycéridémie, gsiaccompagne frequemment de taux
insuffisants du cholestérol lié aux lipoprotéinestaute densité (HDL). La concentration en
lipoprotéines de faible densité (LDL) est en géhéoamale, mais la taille et la densité de ces
particules sont modifiées dans un sens athérogkseL.DL sont plus denses, plus petites et
infiltrent plus facilement la paroi artérielle. Lasitres facteurs de risque tels que lI'obésité,

I'hypertension artérielle, le tabagisme...etc doivéné pris en compte.
2.2.6.2.3 Néphropathie

La néphropathie diabétique est la complication Ierdu diabéte. Elle est responsable
d’environ 30% des malades pris en charge dans fdegrgmmes d’insuffisance rénale
terminale. Aprés vingt ans ou plus de diabéete, sdl@oit chez 40 & 50% des patients atteints
de DT1 contre 5 a 10% de DT2. Une fois la protéeunacroscopique apparue, la

progression vers l'insuffisance rénale est in€hieta
2.2.6.2.4 Rétinopathie

La rétinopathie diabétique constitue une des caragtins majeures du DT2 par sa fréquence

et sa gravité potentielle. C'est la complication plus spécifique, liée directement a la
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microangiopathie. Ainsi, le diabéte est la premigaase de cécité dans le monde occidental.
D’autres complications ophtalmologiques sont cepahgbossibles au cours de la maladie
diabétique : atteinte du cristallin, de [liris, gi@me. L’ensemble de ces manifestations

explique les graves conséquences sur la visiondialete non ou mal traité.
2.2.6.2.5 Neuropathie

La neuropathie diabétique est définie par l'atéeithi systéme nerveux périphérique et du
systeme nerveux végétatif. Elle est fréquente et pe manifester de maniéres tres diverses.
La neuropathie périphérique touche les membresiéuiiés. Elle est a prédominance sensitive
(trouble de la sensibilité a la chaleur et a lalela). Ces troubles sensitifs prédisposent a
I'ostéoarthropathie et au mal perforant plantaire.

La mononeuropathie s’exprime par I'atteinte d’'unlseerf. Les nerfs les plus touchés sont les
nerfs oculaires commun (lll) et externe (VI) resgalle d'une diplopie le plus souvent
transitoire.

L’atteinte du systéme nerveux végeétatif se tragait des troubles digestifs, génito-urinaires,
vasculaires (hypotension orthostatique) et par igpatition des symptdomes d’origine

adrénergique des hypoglycémies (paleur, sueurs...).
2.2.6.2.6 Lesrisques infectieux

Les complications infectieuses chez les personttesni@s de diabéte sont fréquentes et
peuvent étre graves. Il s'agit principalement détibns broncho-pulmonaires, urinaires et

cutanées.
2.2.6.2.7 Le pied diabétique

Les lésions du pied doivent étre prises en comie $€rieusement chez une personne
diabétique car elles peuvent, dans certaines gihgtentrainer une amputation. Ces Iésions
sont tres souvent occasionnées par des traumatisimesirs. Elles sont liées au diabete lui-
méme avec l'atteinte vasculaire, nerveuse et ues’infection qui affectent la sensibilité

thermique et douloureuse.
2.2.7 Préventions des complications liées au diabéte

Le diabete, qu’il soit de type 1 ou 2, représente uoharge importante en santé publique
essentiellement a cause des complications a lanwetgu’il favorise. Les plus connues du
grand public et les plus redoutées sont les compdics microvasculaires avec leur menace
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de cécité ou de dialyse. Le facteur de risque jpahcest I'hyperglycémie qui définit la
maladie.

Cependant, il ne faut pas oublier que la grandemt@jdes déces chez les diabétiques est liee
aux complications artérielles (macrovasculaires).r&renant les résultats observés dans les
groupes témoins de l'essai multicentrique britammigKPDS (United Kingdom Prospective
Diabetes Study )(UK Prospective Diabetes Study GralKPDS), 1998a)( UK Prospective
Diabetes Study Group (UKPDS), 1998b) qui a incluss ple 5000 diabétiques de type 2
récemment diagnostiqués, on peut calculer que pourdécés lié a une complication
microvasculaire, on dénombre environ 50 déces masnoulaires. La morbidité suit la méme
hiérarchie : si I'on compare les complications m@sculaires graves (insuffisance rénale
terminale, cécité, hémorragie vitréenne) aux coratibns macrovasculaires graves (toutes

sauf 'angine de poitrine), on arrive a des incidaie 5 a 9 contre 30 a 50 pour 1000 par an.

La prévention de ces complications est possible,plsse par une approche multifactorielle
de réduction de tous les principaux facteurs dquascardiovasculaire (non seulement

glycémie, mais aussi surpoids, sédentarité, hypgide, anomalies des lipides).

Ainsi, il est possible de retarder de maniére $icative l'incidence des complications du
diabéte par la correction des valeurs glycémiquids eontrdle des autres facteurs de risque
cardiovasculaire. De plus, le dépistage précocecdewplications débutantes permet dans

certains cas d’intervenir pour éviter leur évolatiers les formes séveres.

2.3 Les thérapeutiques du diabéte de type 1 (Monnier, 2010)
2.3.1 Apport exogéne d’insuline

2.3.1.1 Ll’insulinothérapie

L’insuline est le traitement incontournable du @itebde type 1. Ce traitement doit étre mis en
ceuvre dés la découverte du diabéte. L'insulinofiiéra deux objectifs fondamentaux :
» Deés le diagnostic, dans l'urgence, traiter la cegeimsulinique qui est pratiquement
totale ;
= Apres le diagnostic, de maniere chronique et dandurée, essayer d’assurer un
contrdle glycémique satisfaisant pour éviter leed@wpement ou la progression des

complications liées aux désordres glycémiques.

Chez le patient, I'apport exogéne d’insuline sé $ait sous forme d’injections (avec une

seringue ou un stylo), soit avec une pompe a imspuljappareil portable, ou plus rarement
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“implantable”), destinée a administrer I'insuline eontinu. Le principe du traitement par
apport d’insuline exogene repose sur l'administratd’insuline adaptée en fonction du
besoin en insuline de lindividu, apprécié sur tesnées de l'autosurveillance glycémique
capillaire et différents parametres tels que Iseralimentaire, la pratique d’'une activité
physique ou la survenue d’'un événement intercuakétant la sensibilité a I'insuline (fiévre,

stress, etc.).
2.3.1.2 Les différentes catégories d’insuline de synthése

Pour permettre de moduler le temps d’action deliime, une des avancées majeures a été de
remplacer l'insuline humaine par des analoguesinkguline, qui sont des peptides modifiés
dont les caractéristiques pharmacocinétiques pe@menchangées.

La combinaison des injections de ces insulinedfardntes durées d’action pendant les 24 h
d’'une journée permet d’obtenir un schéma insulieiqui se rapproche le plus possible du
fonctionnement naturel du pancréas.

C’est la durée d’action des insulines par voie smuianée qui permet leur classification en
insulines ultrarapides (analogues rapides de liney Humalo§ Novorapid), insulines
rapides (insulines réguliéres, Actrapidinsulines & action intermédiaire (insuline NPH
Neutral Protamine Hagedr®n Insulatard) et insulines lentes (analogues prolongés de
linsuline, Lantu§, Levemif®). La durée d’action de ces insulines peut étramée par une
regle simple : 3, 6, 12, 24, c'est-a-dire 3 hedeedurée d’action pour les analogues rapides, 6
heures pour les insulines régulieres, 12 heures lpsunsulines intermédiaires et 24 heures
pour les insulines lentes. La durée d’action njest le seul facteur qui intervient. Il convient
eégalement de considérer le profil de durée d’aqinpeut étre assimilé a une courbe passant
par un maximum avec une montée progressive devit#cpendant la période qui précede le

maximum et une diminution pendant la période gitilsewic d’activité Fig. 1-9).

33



Analogues rapides (3H)
Insulines réguliéres (6H)
£
i)
£ Insulines intermédiares (12H)
2
oo
o
o
>~
I
c
2
=]
(S)
<
Insulines lentes (24H)
T
0 12 24

Durée(Heures)

Figure 2-9. Profils des différentes catégories d'insuline efonction de leur durée d’actior.

Source : http://www.docvadis.fr

Il faut noter que les durées totales d’activit&, ieoments de survenue et les amplitudes
pics d’adivité sont des parameétres qont I'objet d’'une assez grande variabilité d’'unesu

I'autre et chez un méme sujeun jour a l'autre.
2.3.2 Apport endogéne d’insuline

Actuellement, la seule méthode disponible pourqgmgér la normalisation de la glycén
chez les patients diabétiques de type 1 est lawedion de l'insuline endogéne. De
procédés sont couramment ués pour remplacer legltules productrices d’insulil soit la

transplardition de pancréas total < la transplantation d’'ilots pancréatiqt
2.3.2.1 La transplantation de pancréas

La greffe allogénique de pancréas, -a-dire entre un donneur et un recevde la méme
espece mais difféerenfgar un ou plusieurs antigénes d’histocompatibiest un traitement
curatif pour les patients atteints de diabete ge tly. Latransplantation de pancréas perme
restaurer I'équilibre hormonal physiologique et.elle est effectuée au se précoce, la
transplantation depancréas a probablement le potentiel de stabilised’améliorer les
complications a long terme asses au diabéete (rétinopathienéphropathie, et
neuropathie)(Berney & dmson, 201(.

Trois options pour la transplantation de pancréas disponible :

- La transplantation simultg&e du pancréas et du 1; c’'est la fagon de procéder la p
commune, elle représente entre 75 et 85% de téegesrocéduresLa transplantation re-

pancréas associést généralement recommandée pol patients diabétiques de tyl avec
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une insuffisance rénale chronique. Ces patiengivegt a la fois le rein et le pancréas d'un
donneur d'organe décédé unique.

- La transplantation pancréatique aprés transglantaénale est réalisée chez les patients
diabétiqgues avec une greffe de rein réussie. Ge dgpgreffe est particulierement pertinente
pour le nombre croissant de patients diabétiquésoqud'abord subit une transplantation

rénale a partir d'un donneur vivant. Aujourd'huia815% des greffes de pancréas sont
effectuées de cette maniere.

- La transplantation du pancréas seul concerngdésnts diabétiques de type 1 avec une
fonction rénale normale. Le diabéte de ces patieststrés instable, il est associé a des
hypoglycémies avec perte de conscience et une gusign rapide des effets secondaires
graves du diabéte de type 1 (neuropathie, rétihapmadttc.).

L'amélioration des traitements immunosuppressdarsjeilleure sélection des donneurs et
des receveurs, I'amélioration des techniques ditales et les progres dans les soins
postopératoires ont permis d'améliorer sensiblenlest résultats de la transplantation

pancréatique au cours des dernieres décennies.

Un an apres transplantation, les taux de surviepagients sont semblables chez les trois
catégories de patients transplantés et dépasseuds&h aprés transplantation. Le taux de
survie global du greffon a 1 an associé avec usidiimo-indépendance dépasse 80%. Dix ans
apres transplantation, l'insulino-indépendanceesiét chez 50% des patients transplantés

simultanément pancréas et rein (Vogel & Friend, 13(Fig. 1-10.
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Figure 2-10. Taux de survie du greffon apres transgitation de pancréas.

Les résultats sont présentés suivant le type de traplantation. SPK : « Simultaneous Pancreas Kidney »PTA :
« Pancreas Transplantation Alone » ; PAK : « PancreaAfter Kidney ».(Richter, et al., 2011)
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Toutefois, la décision de transplar est fondée sur une analyse de la balance bér-
risques, en comparant les risques liés au diabate eeux de la transplantatiochirurgie
lourde, imnunosuppression a long tern Les résultats podtansplantation dépeent de
plusieurs facteurs, notammede la qualité de l'organe du donneues cc-morbidités du
bénéficiaire, des techniquehirurgicales a la fois pour la chirurgidu donneuret pour celle

du receveur et de la gestidasimmunosuppresseurs.

2.4 Latransplantation d’ilots pancréatiques
L’allogreffe d'ilots pancréatiqu repose sur l'isolement d’ilotde Langerhana partir du
pancéas de sujets non diabétiques. Les ilots sontté dans la veine por du receveur

diabétique et viennent s'implan dans les veinules pré-sinusoidalesfoie Fig 1-11).

Donneur llots dans le Receveur
pancréas diabétique de type 1

(Esophage
Diaphragme

Pancréas

llots dans la veine porte

Figure 2-11 Principe généralde la transpantation d'flots pancréatiques
(Naftanel & Harlan, 2004)

2.4.1.1.1 L’histoire de la transplantation d’ilots pancréatiques

En 1972, ledravaux fructueux chez le rongede Paul E. Lacy vont rapidement transme
un enthousiasme partagé pour le recours a la giéilots en pratique cliniqu(Ballinger &
Lacy, 1972) La premiére transplantation allogénique d’ilaas@éatiques chez ’homnest
réalisée en 1977, ces essais n’ont toutefois japeisis aux patients de devenir insu-
indépendantsll faudra attendre 1990, pour que Scl et ses collaborateurs relnt une
insulinoindépendance d’'un mois chez des patients diabé&tidedype apre: transplantation
d’ilots pancréatique&Scharp, et al., 199. Toutefois, les limites detectniques d'isolement

des ilots et I'immunosuppression empéchent unaecappité a grande échel Durant les dix
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années suivantes, environ 450 tentatives de tramsypion d'flots ont été menées, mais moins
de 8% des sujets ont été rendus insulino-indépesadan

Ce n’est qu’en 2000 que la transplantation d’ifmascréatiques connaitra un véritable essor
grace a I'étude de référence publiée par Shapiral €¢Ehapiro, et al., 2000). Cette étude
rapporte le cas de sept patients consécutifs sraigé greffe d'ilots et maintenus insulino-
indépendants pendant 1 an. L'approche est baptipéetocole d’Edmonton » et inclut: (i) la
sélection des diabétiques de type 1 qui souffréhypbglycémie sévere ou de diabete
instable ; (i) un protocole immunosuppresseur dépo de stéroides, composé de
dacluzimab (anti-CD25mADb), de sirolimus (inhibitede « mamalian Target of Rapamycin »
(mTOR)) et une faible dose d'un inhibiteur de ldcireeurine, le tacrolimus ; (iii) les Tlots
sont préparés pour la transplantation en l'abselecgrotéines xénogéniques (I'albumine
humaine remplace I'albumine bovine) et (iv) 10 006& équivalents par kilogramme de poids
corporel sont transplantés a chaque patient, soua@ministrés en deux ou parfois trois
perfusions différentes.

Depuis le rapport initial du protocole d'Edmontan28€00, environ 500 greffes d’ilots ont été
réalisées a travers le monde en utilisant desntasaet de nouvelles avancées. Bien que I'état
actuel de la transplantation d’flots pancréatigwgsésente une avancée essentielle et quasi
exponentielle, la nécessité de l'immunosuppressiom au long de la vie, la pénurie de
donneurs et l'inefficacité des techniques pouolément des flots sont un obstacle a un usage
généralisé de cette thérapie pour remplacer limsulToutefois, la transplantation d’ilots
pancréatiques fournit un avantage certain chegdéents présentant un trées mauvais controle

glycémique malgré I'optimisation du traitementidsiline (Ryan, et al., 2002).
2.4.1.1.2 Résultats cliniques de la transplantation d’ilots pancréatiques

Un succes total de la greffe d'ilots pancréaticgeetraduirait par I'arrét de la dépendance vis-
a-vis des injections d'insuline exogéne, la digpari des accidents métaboliques aigus
(hypoglycémie ou acidocétose), la normalisationlqorgee de la glycémie et, soit de la
réduction du risque d’apparition de complicationsrorangiopathiques (rétine, rein), cardio-
vasculaires et neuropathiques, soit de la statidisau de la régression de ces dernieres si
elles étaient présentes avant la greffe. Tousamsurs permettraient une amélioration de la
qualité de vie du patient.

Un succés partiel, comportant la restauration d'umsulinosécrétion (insuffisante pour

autoriser l'insulino-indépendance) contribue égaetma améliorer le contrdle métabolique
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du diabéte par des doses réduites d’insuline,rétaire le risque de complications aigués et
chroniques, en améliorant la qualité de vie dugpdati

A 1 an, approximativement 59 % de tous les receveler greffe d'flots seuls sont libres
d'épisodes hypoglycémiques séveres et maintietthéntoglobine Alc (HbAlc) a un niveau
inférieur a 6,5% (Tiwatri, et al., 2012).

Les données recueillies par le « Collaborativet [flansplant Registry » (CITR) ont montré
gu’environ 70%, 60% et 50% des receveurs transggastulement avec des Tlots sont libres
d’épisodes hypoglycémiques séveres a 2, 3 et 4resgectivementHig. 1-12A). En outre,
ces mémes données ont montré que I'HbAlc est enemney < 6.5% chez les sujets
transplantés avec des ilots seuls durant les 4earqé ont suivis la derniere injection (CITR,

2011) Fig. 1-128B).
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Figure 2-12. Evaluation du taux d’hypoglycémie sévés (A) et de I'HbAlc (B).

Les résultats présentés concernent les receveurs misplantés avec des flots seuls et sont représenpas le nombre
d'années suivant la derniére injection. ASHE: « Absece Severe Hypoglycemia » ; ASHE/ Cpep <0.3: «Abm®
Severe Hypoglycemia + C-peptide < 0.3 ng.-thb; SHE: «Severe Hypoglycemia Episode»; SHEUnk/Cpep<. «
Severe Hypoglycemia Episode + -peptide < 0.3 ngl-t (CITR, 2011).

Actuellement, les données confirment les principaua&ntages de la transplantation d'llots
tels que la stabilisation du métabolisme du gluctasdiminution soutenue de graves épisodes
d'hypoglycémie, la restauration de la consciensesgienptémes, et la réduction de I'HbAlc a
moins de 6,5 pour plus de 50% des bénéficiaiream Les résultats cumulatifs de la base de
registre confirment l'impact positif et sans cotdete la transplantation d'ilots sur le contrdle
métabolique du diabete de type 1 (CITR, 2011). Efieproposée aujourd’hui pour traiter la
variabilité glycémique extréme associée ou non&insulinothérapie. A I'avenir, I'obtention
de l'insulino-indépendance par la transplantatidifotd ne pourra étre envisagée que par
I'amélioration des procédures de transplantatitiwi¢cdu donneur, isolement des ilots...etc).
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2.4.1.1.3 Procédures de la transplantation d’ilots pancréatiques

2.4.1.1.3.1 Le choix du receveur

Une sélection drastique des patients candidatsgaelfe associée a une analyse bénéfices-
risques sont nécessaires pour la transplantatitotsd’La procédure de transplantation d'lots
et le traitement immunosuppresseur doivent étrsidénés comme les principaux facteurs de
risque. En effet, la procédure de transplantatieat gngendrer un risque de saignement, de
thrombose, de perforation biliaire, d’élévationns@oire de la transaminase sérique et de
fistules artério-veineuses. D’autre part, la prike traitements anti-rejet peut induire des
ulcéres buccaux, une anémie, des diarrhées, ute gempoids, de la fatigue, une élévation
des lipoprotéines de basse densité, de I'hypeoensin dysfonctionnement rénal et des

ocedémes périphériques (Merani & Shapiro, 2006).

Les facteurs d'inclusion pour la transplantatidlotd' libres se concentrent autour des patients
avec un diabete de type 1 instable. Généralemeemtahsplantation d’ilots pancréatiques est
envisagée chez les diabétigues de type 1 dontretibm rénale est préservée mais est
associée a une grande instabilité métabolique gtanée caractérisée par une labilité
glycémique et/ou une non-perception marquée depdblycémie malgré tous les efforts

possibles d’optimisation du contréle de la glycéfherani & Shapiro, 2006)T@b. 1-2.

Indications Exclusions

Diabéte type 1 Hémoglobine glyquée (HbA)> 10 %

Peptide-C stimulé négatif (< 0,3 ng/ml) Rétinopathie proliférative inexistante

Gestion intensive du diabétdPrise de glycémie Tension artériel élevee
> 3/ jours ; Injection d’insuling 3 / jours ou

v . Fonction rénale altérée
pompe a insuline)

L s Pathologie cardiaque sévere
Hypoglycémies séveres avec perte de

conscience Grossesse envisagée

Instabilite glycemique marquee Patient satisfait de son traitement actuel

Tableau 2-2. Critéres simplifiés d’éligibilité et dexclusion pour la transplantation d’ilots pancréatques
(Merani & Shapiro, 2006).
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2.4.1.1.3.2 Le choix du donneur

A ce jour, il est encore difficile de dresser ungtel exhaustive des facteurs donneur-
dépendants identifies comme influencant le résdéata procédure d'isolement (Berney &
Johnson, 2010). Toutefois, I'age du donneur, tedle masse corporelle (IMC), la stabilité
hémodynamique du donneur, le temps d’ischémie droafl chaude semblent étre des
indicateurs fiables (Toso, et al., 2002; Benhanebv@)., 1994).

» Le poids du donneur

En ce qui concerne le poids ou I'MC, les donneabgses sont considérés comme
d’excellents donneurs en terme de rendement diletsangerhans (Brandhorst, et al., 1994;
Matsumoto, et al., 2004). En effet, pour répondia demande métabolique des personnes
obeéses, le pancréas s’adapte par une augmentatiannaasse 3-cellulaire (Liu, et al., 2002).
De plus, Matsumoto et ses collaborateurs ont manteédes flots isolés a partir de donneurs
obeses (IMC 30 kg/m2) avaient une viabilité, unecfennalitéin vitro, et une fonctionnalité

in vivo quasi-identique dans un modele de souris nudes(Matto, et al., 2004). Bien que les
flots isolés a partir de donneurs non diabétiquEses semblent bien fonctionner, il faut se
poser la question d’'un éventuel diabéte de typerRdéclaré chez ces donneurs. Une étude
comparative a été meneée entre des ilots isolésddsediabétiques de type 2 par rapport a des
donneurs contréles de méme IMC. Une quantité sagtifement plus faible d’ilots récupérés
et une fonctionnalité endocrine anormeteritro etin vivo ont été observées dans un modele
de souris nude (Deng, et al., 2004). Etant donedafonction des ilots humaimsvivo n’est

que faiblement corrélée avec la quantité d'llogmsplantés (Caiazzo, et al., 2008), le choix
du donneur devrait se baser sur la physiologieadbhction des ilots, plutdét que sur des

rendements d'isolement.
= |’age du donneur

Dans la mesure ou I'age du donneur est consicgsédnneurs pédiatriques (<18 ans) sont
toujours considérés comme des donneurs pauvresosnein raison de la difficulté de
"l'extraction” des T1lots de la matrice extracelitdadu pancréas jeune (Lakey, et al., 1996;
Toso, et al.,, 2002). D’aprés la littérature, lelapdus des canaux pancréatiques de ces
donneurs ne permet pas une distribution correctia delution d'enzyme de digestion dans
I'ensemble du parenchyme (Balamurugan, et al.,)2@@r cette raison, le rendement en ilot

est inférieur a celui d’'un donneur adulte et seeleini5% des préparations obtenues a partir
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de donneurs pédiatriques sont appropriées pouanaplantation d'llots (Lakey, et al., 1996;
Toso, et al., 2002). Toutefois, les ilots de dommgédiatriques semblent avoir une meilleure
fonctionnalitéin vitro (Toso, et al., 2002). Leur meilleure fonctionnakt&té confirmée par
un taux plus élevé d’inversion du diabete chezsbesis immunodéficientes (Balamurugan,
et al., 2006).

A l'autre extrémité du spectre, les donneurs piiés > 45 ans) permettent I'obtention d’un
nombre élevé d'ilots (Berney & Johnson, 2010). Gdaet, une corrélation négative entre
I'dge du donneur et la fonctionnalité vitro de I'llot est connue. Le taux d’inversion de
diabéte chimiquement induit chez des souris nutisigsificativement plus faible avec des
flots isolés a partir de pancréas de donneurs égésus de 50 ans (Ihm, et al., 2006). La
diminution de la fonctionnalitén vivo a été confirmée aprés la transplantation d'iletssd
deux séries indépendantes de patients a 1,6 ebiRapres transplantation (Ihm, et al., 2006;
Niclauss, et al.,, 2011). Plusieurs études ont emé@nles raisons de cette perte de
fonctionnalité age-dépendante. Ainsi, une baisska geolifération cellulaire et de la capacité
a se régenerer des cellules 3 a été signalée elsezodris agées (Rankin & Kushner, 2009;
Tschen, et al., 2009). Une augmentation age-dépéndia taux d’apoptose, une diminution
de la prolifération cellulaire associée a une leaide |'expression du géne Pdx-1 ont
également été relatés pour le pancréas et ledilotgins (Reers, et al., 2009).

2.4.1.1.3.3 Préservation du pancréas

Tout d'abord, il est important d'identifier les tlars de risque potentiels et les dangers pour
la préservation de l'organe et I'optimisation decsaservation. Parmi ces facteurs sont

regroupés les effets de la température, le lavagkothane, le temps d’ischémie, les effets

des solutions de conservation qu’ils soient phyesguiochimiques ou pharmacologiques

(Baertschiger, et al., 2008).

» Le stockage a froid

Depuis les années 1960, les effets du stockagei@ $ont connus et appliqués pour la
préservation des organes. C’est actuellement | seéthode de conservation cliniquement
utilisée pour le pancréas (Baertschiger, et alQ820 L’hypothermie (2-4°C) réduit le
métabolisme cellulaire, la consommation d'oxygéaefivité de la pompe N#K*- ATPase
notamment, et par consequent, réduit égalemeilishtibn d' « adénosine-5'-triphosphate »

(ATP). Avec I'hypothermie, les cellules et les arga sont ainsi préservés de l'ischémie et des
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|ésions. De plus, au cours du prélevement, le nemirdu pancréas a une température en-
dessous de 4°C permet d’améliorer le rendemeat feinictionnalitén vitro des Tlots (Lakey,

et al., 2002).

Néanmoins, le refroidissement peut étre potentrel® nocif pour les cellules et le mode
d’action précis par lequel il prolonge la duréeadaservation des organes n'est pas connu.
Bien que le métabolisme soit ralenti, la réductienla température ne l'arréte pas. Ainsi, les
pancréas conservés a froid ont une viabilité liendénviron 16-18 heures (Ridgway, et al.,
2010). La plupart des enzymes ont une activité miiée de 1,5 a 2,0 fois pour chaque baisse
de 10°C de la température et le refroidissemer7da 0°C réduit le métabolisme de 12 a 13
fois. Cependant au cours du refroidissement, lextighs chimiques et enzymatiques
continuent. Le changement du métabolisme aérobie & glycolyse anaérobie et la
glycogénolyse induit I'accumulation de lactate ‘&g hydrogene qui génerent une acidose
responsable de la mort des cellules (Ridgway,.e2@10).

D’autre part, le rétablissement d’'une structure im@maire normale pendant la reperfusion
peut prendre du temps et peut expliquer pour pkrteerte de viabilité des organes lors de la
reperfusion. En outre, la rigidité accrue des glebuouges provoque également le piégeage
de ces derniers dans la microcirculation aprésriegion du pancréas (Woeste, et al., 2008).
Le refroidissement induit également un gonflemetiutaire en inhibant la pompe NaK -
ATPase. Toutefois, ce gonflement cellulaire perg ptévenu ou limité par modification de la
composition des solutions de conservation d'orgémesaga, et al., 2008).

Au cours du stockage a froid, la synthése de I'A6HP limitée par la sensibilité a la
température de la translocase adénine nucléosidiqme enzyme liée a la membrane qui
transporte 'ADP dans les mitochondries. Cette ereyrequiert plus d'énergie pour son
activation en dessous de 18°C, ce qui reflete lesxgements de fluidité de la membrane
induit par le refroidissement des lipides membrnasa{Dahout-Gonzalez, et al., 2006). La
production d’adénosine, d'inosine et d'hypoxantitioetinue pendant le refroidissement des
organes. Ces métabolites sont capables de travlesemembranes cellulaires et sont
susceptibles d’étre éliminés pendant le stockage eeperfusion (Southard, et al., 1977).
Ainsi, I'élimination de ces métabolites limite lapacité des cellules a régénérer de I'ATP.
Toutefois, la réparation des dommages induits eestauration d'un milieu intracellulaire
normal exigent un retour rapide a la synthese d’AH#& conséquent pendant la préservation
du pancréas, il est avantageux de limiter la pddeces métabolites et d’optimiser les
possibilités de régénérer de I'ATP lors de la reggen. Ainsi, la viabilité de I'organe et la

réversibilité des lésions de conservation dépendenia capacité des cellules a régénérer
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I'ATP apres la reperfusion (Yokota, et al., 1995 ce fait, la composition de la solution de

conservation idéale doit étre aussi physiologique gossible, doit empécher I'atteinte du

métabolisme énergétique, le gonflement des celllilBsdose et la formation de composés

toxiques et de dérivés réactifs de 'oxygene (Babiger, et al., 2008).

Toutefois, la perfusion des canaux pancréatiquesitale stockage a froid apparait comme

essentielle a la réussite de l'isolement. De glistockage a froid du pancréas digéré avant
purification sur gradient, semble étre aussi béuéfisur I'isolement des filots. Robertson et al
ont demontré des améliorations significatives d@ueeté des ilots a partir d'un pancréas

digéré stocké a froid une heure avant purifica(®abertson, et al., 1992).
» Le procédé de préservation a deux couches

Le procédé de préservation a deux couches (« Tyardd method », TLM) a été introduit
pour la préservation de pancréas destinés a hwole d'ilots, d'abord dans des modeles
animaux (Tanioka, et al., 1997). Depuis, de nombentres de transplantation ont adopté
cette méthode pour la préservation du pancréast dsoslement des ilots. Ce procédé
présente des avantages, hotamment quand les oggartesxpediés a de longues distances du
centre d'isolement.

La TLM utilise le concept de l'oxygénation normabacomprenant une solution de
préservation d'organes a froid (solution de I'uréité du Wisconsin, UW) avec une solution
perfluorochimique (PFC) transporteur d'oxygene.paecréas est suspendu entre les deux

couches non misciblefig. 1-13.
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Solution de conservation de
'université du Wisconsin
(Uw)

Solution perfluorochimique
(PFC)

Figure 2-13. La méthode de préservation du pancréasdeux couches

Apres avoir dissocié la rate et I'excés de graisget le duodénum, si possible) du pancréas, ce degniest placé dans le
sac de transport. Sa position est ajustée afin d'dimiser 'emplacement du pancréas a l'interface dda solution de
conservation (UW) et la solution perfluorochimique(PFC). Les deux tiers de l'organe doivent étre recangrts avec la

solution perfluorochimique (Noguchi, et al., 2009).

Les PFCs sont des hydrocarbures qui ont une tnét® ltapacité a fixer 'oxygene dissous.
Cela leur permet de libérer de I'oxygene plus afinent que I'hnémoglobine dans les tissus
avec des faibles tensions en oxygene. Ainsi, lengas est oxygéné par l'intermédiaire des
PFCs tandis que la solution de conservation d'@gampéche un cedéme du greffon, en
fournissant des substrats pour le métabolismepppasant a la perte de métabolites puriques
(Fujino, et al., 1991) et en empéchant la détéimmade la matrice extracellulaire péri-
insulaire (Maillard, et al., 2008).

La TLM permet d’améliorer les rendements, la viébjlla morphologie, le taux de réussite
des isolements, la transplantabilité et la récumdrades filots de donneurs marginaux
(Matsumoto, et al., 2002; Zhang, et al., 2006). Pegles ont montré de meilleurs profils
énergétiques avec un pancréas conservé avec lapakkapport a une conservation classique
en solution UW. Le ratio ATP/ADP (adénosine trispploate / adénosine diphosphate), la
charge énergétique, la récupération des flots etidhilité étaient significativement plus
élevés avec la TLM (Salehi & al, 2006). Cette aorélion liée a la préservation avec la TLM

peut étre expliqguée par une réduction de I'hypoyigé conduit a une augmentation
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significative des genes anti-apoptotiques et ahibition de génes pro-apoptotiques
(Ramachandran, et al., 2006).

2.4.1.1.3.4 Isolement des ilots pancréatiques

L’extraction d'un grand nombre d’ilots humains V&b a partir d’'un pancréas est un
processus qui exige beaucoup de savoir-faire,&éécdes réactifs uniques et l'accés a des
salles de travail adaptées et conformes aux bopragjues de préparation (current Good
Manufacturing Practises, cGMP) (Shapiro, 2011).

= | a méthode semi-automatisée

Le progrés le plus fondamental est certainemenmise en place de la méthode semi-
automatisée pour la digestion du pancréas. Le mgsttomprend une chambre de digestion
associée a un systeme de recirculation de la solutienzyme (Ricordi, et al., 1989). Le

pancréas distendu avec la collagénase a l'intédemme chambre de digestion est dissocié
mécaniquement par une agitation douce. Le prindpecette approche enzymatique et
meécanique combinée est de diminuer le traumatidmgsigue des ilots en les recueillant a la
sortie de la chambre de digestion. Aujourdhuixtddambre de Ricordi» est le dispositif

universel utilisé pour I'isolement d’flots humaies clinique.
» La collagénase

La perfusion des canaux avec la solution de catlage augmente le rendement et la viabilité
des ilots en permettant une répartition plus um#ode la solution (Sawada, et al., 2003).
Toutefois, I'optimisation de la distribution dedallagénase est nécessaire afin de préserver
I'intégrité des ilots. En effet, au cours de lafpsion, la collagénase peut aussi pénétrer a
I'intérieur des flots et induire une fragmentatit@s ilots voire une réduction des rendements
d’isolement (Cross, et al., 2008).

D’'un point de vue technique, l'utilisation de cgkaase purifiée seule se traduit par une
diminution du rendement des Tlots résultant deidastion insuffisante des tissus (Wolters, et
al., 1995). La présence d'impuretés telles qu'uiwite protéase semble étre nécessaire pour
améliorer la dissociation du tissu par la collagéndien que I'utilisation de la protéase ait
démontré son efficacité pour accélérer la dissimriatles tissus, l'exposition excessive de
'enzyme réduit sensiblement les rendements es par la fragmentation des flots et leur

désintégration (Bucher, et al., 2004) aboutissameréduction de leur viabilité (Brandhorst,
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et al., 2005). L'effet de la protéolyse conduitlégent a une diminution de l'activité de la
collagénase tout au long du processus d'isolement.

Toutefois, la composition et l'activité des prépares de collagénase sont extrémement
variables et cette variabilité a été reconnue corohstacle majeur a l'isolement des ilots
humains (Johnson, et al., 1996). La variabilitd'detivité peut s’expliquer en autres par la
structure de linterface entre Ilot et le tissto@ine. Bien que les collagénes soient les
principales protéines fibreuses constituant cetterfiace, leur distribution dans le pancréas
humain évolue avec I'age (Kin, et al., 2007). At&rface ilots-tissu exocrine, la présence des
collagenes de types |, I, IV, V et VF{g. 1-14 est confirmée avec une prédominance de
collagene de type VI (Van Deijnen, et al., 1994gHes, et al., 2006). Ce dernier présente des
caractéristiques qui different de celles des aulypss de collagene. Les liaisons disulfure
intermoléculaires stabilisent ces molécules et lmnfere une résistance a la collagénase

(Heller-Harrison & Carter, 1984).
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Figure 2-14. Section en série de pancréas humainute

Les coupes contiennent un flot immunomarqué pour lesollagénes de type I, IV, V ou VI (Hughes, et al2006).

Enfin, une meilleure compréhension des caract@uses de la matrice extracellulaire du
pancréas humain, permettra d’optimiser l'isolemdes filots en utilisant des mélanges

d'enzymes "sur mesure" adaptés pour chaque dodagancréas (Kin, et al., 2007).
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= La purification des flots

Initialement, l'incapacité de produire des prépanat d'flots humains purifies a limité le
développement de la transplantation d'llots. Epteffune des étapes les plus importantes
pour l'isolement des flots est la purification. t€ettape permet la séparation des 1lots et réduit
la quantité de tissu a transplanter en séparantpiéparations du tissu acineux. Cette
procédure est essentielle puisque la transplantakgo préparations pancréatiques humaines
non purifiées (qui peuvent contenir plus de 90%isku exocrine)Kig.1-15 peut générer de
graves complications: infarctus splénique, déchirgle la capsule splénique, varices
oesophagiennes, coagulation intravasculaire disgEmi(CIVD), hypertension artérielle
systémique, thrombose de la veine porte, infarcgpatique, insuffisance hépatique, voire la
mort (Lakey, et al., 2003).

Figure 2-15. Préparations d'flots pancréatiques deat.

Le pourcentage représente le degré de pureté de laéparation, c'est-a-dire la quantité d'flots par rapport a la
guantité de tissu exocrine. (Cliché du laboratoire)

La méthode la plus commune de purification dessikdt la centrifugation en gradient de
densité de Ficoll. Le remplacement du saccharog&lipar le Ficoll, un polymere de
saccharose de grand poids moléculaire (40 kD), renipede récupérer des filots viables
(Scharp, et al., 1973). Lorsque la poudre de Festlidissoute dans une solution Euro-Collins,
I'exposition hypertonique du tissu exocrine rédaigonflement des cellules et augmente la
différence de densité entre les ilots et le tissacene, et facilite donc la récupération des
flots (Lakey, et al., 1998). Cependant, la dendéé ilots ou du tissu exocrine dépend de
plusieurs conditions telles que le temps d'ischécti@aude ou froide, le temps de pré-
incubation avant purification, et de l'osmolalité€sdsolutions de pré-incubation et de
purification (Eckhard, et al., 2004).

De plus, la purification peut entrainer la dimioatidu nombre d'ilots récupérés a partir du
tissu digéré et peut entrainer des Iésions dd.I’Amsi, bien que les quantités d’ilots avant

purification peuvent étre suffisantes, le rendend¥igtolement des ilots apres purification
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peut parfois étre en dessous du nombre minimunseate a transplanter. Dans certains cas,
une proportion non négligeable d'llots peut étmavée dans les fractions les moins pures.
Des données suggeérent que l'utilisation d’une solude densité plus élevée peut améliorer le
taux de récupération des ilots aprés purificat@nla densité des ilots serait plus proche ou
supérieure & 1,100 g/érfichii, et al., 2005). Plus récemment, une étuéade avec des flots
de souris a démontré que les ilots isolés sur wdigmt de Ficoll ont une meilleure
fonctionnalitéin vitro comparé a ceux purifiés sur un gradient d’'Histopgaqu de Dextran.
Toutefois, quelque soit le type de gradient utjlike fonctionnalitéin vivo est identique
(McCall, et al., 2011).

» Evaluation de la quantité d’ilots

Depuis 1989, un consensus détermine les critenasrpesurer la quantité d'ilotdb. 1-3).

Le diametre de chaque filot de chaque préparatipnagggorisé dans une gamme de taille :
50-100um; 101-150um; 151-200um; 201-250um, 251-300um, 301-350um et au-dela de
350 um. Le nombre d’ilots de chaque catégorie est contjrté« ilot équivalent » (IEQ) est
défini comme un ilot avec un diametre de 16@ Le nombre d’ilots équivalents dans chaque
classe est calculé en multipliant le nombre d’'ietsc un facteur de conversion (Ricordi, et
al., 1990).
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Tableau 2-3. Conversion en flots équivalent.
Le volume des Tlots est déterminé pour chaque intealle de 50pm de diametre. Le facteur de conversion permet de

convertir les Tlots en Tlots équivalent c'est-a-de en flots de 15@m de diametre. (Ricordi, et al., 1990).

2.4.1.1.3.5 La culture d’ilots pancréatiques

La culture dilots a pour but de maintenir leur doaonnalité jusqu’au moment de la

transplantation. Dans son microenvironnement nétdt est inséré dans une grande quantité
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de tissu environnant qui lui fournit un milieu d®fection adapté (Daoud, et al., 2010). Apres
isolement, les Tlots sont exposés a une variétdrdss cellulaires conduisant a I'apoptose des
cellules 3 principalement (Paraskevas, et al., R00B@ypoxie vasculaire et I'absence de
membrane basale péri-insulaire sont les princigaateurs a l'origine de cette apoptose. Par
conséquent, le développement d'une méthode deaeirtuitro viable pour les ilots humains
est limité par la reconstitution de ce microenvirement et le rétablissement de la membrane

basale perdue lors de I'isolement (Daoud, et L0
* Modification des conditions de culture

Le but de la culture dilots en suspension est l&sgrvation de leur structure
tridimensionnelle, qui est perdue si la cellule &@éhau support. L'approche la plus simple et
la plus étudiée pour la préservation des iiotgitro est la modification des conditions de
culture c'est-a-dire un changement de températurele composition des milieux de culture
(Ishii, et al., 2012).Toutefois, cela ne suffit gasompenser la perte de la membrane basale
des flots et la perte subséquente de fonctionnalitéle viabilité. L'apoptose des flots
pancréatiques apparait peu de temps apres lisateeteprincipalement chez les cellules 3
(Paraskevas, et al., 2000).

» [Intégration des ilots dans une matrice

Pour améliorer la survie des ilots aprés isolemgintsieurs études ont mis l'accent sur le
rétablissement de la matrice extracellulaire etdtermination des relations cellule-matrice.
Des études ont permis d'établir que les interastidlots-matrice ou flots-matériaux
synthétiques de la matrice sont impliquées dassitae cellulaire, la sécrétion d'insuline, la
prolifération cellulaire (Stendahl, et al., 200D)autres travaux ont également montré que des
flots incomplétement isolés qui conservent uneigal leur matrice extracellulaire native
présentent une amélioration significative de laabnité et de leur fonctionnalitié vitro par
rapport a des ilots completement isolés et pur{flé®mmas, et al., 1999). L’'ensemble de ces
travaux a conduit a I'élaboration de matrices gsliqui integrent les flots et maintiennent leur
intégrité structurelle et fonctionnelle. L'usage mhatrice de fibrine supplémentée avec une
eémulsion de perfluorodécaline a fourni un enviranaet physico-chimique favorable a la
fonctionnalité et la viabilité des flots en cultu(®aillard, et al.,, 2011). Toutefois,

I'emprisonnement des f1lots dans ce type de masatide n’est pas favorable a une mise en
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suspension de ces derniers (indispensable avasptemtation) et représente un traumatisme
supplémentaire qui est néfaste pour la transplantat

2.4.1.1.3.6 L’implantation des ilots pancréatiques

Les ilots sont administrés dans le réseau porteckveur aprés cathétérisme sous repérage
échographique, sous anesthésie locale. Dix miliés €quivalents/kg de poids corporel sont
transplantés a chaque patient, souvent adminisimédeux ou parfois trois perfusions de
donneurs successives.

Toutefois, le développement clinique de la théragitulaire du diabéte se heurte aujourd’hui
a trois obstacles majeurs : le rejet immunitaaejurée limitée de la fonction chez le receveur
et la faible implantation initiale des ilots. Plpsécisément, la faible implantation peut
s’expliquer notamment par la survenue d’'une integaetion inflammatoire responsable de la
perte de 50% des Tlots transplantés (Bennet,,e1399). Il faut également prendre en compte
le rbéle du site dimplantation, de la vascularigati des f1lots, des traitements

immunosuppresseurs dans ce processus.
» Le site d'implantation

Actuellement, le site veineux portal intra-hépatigast le seul site de transplantation pour les
flots pancréatiques qui a régulierement donné #eune insulino-indépendance chez le
receveur. Bien que le foie comme site de transalemmt soit extrémement bien caractérisé, la
discussion sur le site a utiliser reste entierasquuil est aujourd’hui bien établi qu'une
quantité importante d’ilots est perdue immédiatensgmeés transplantation (Bennet, et al.,
2000).

Le foie présente I'avantage d'une double vascualtois artérielle et veineuse, mais sa tension
en oxygene parenchymateuse est bien inférieurdleadie pancréas (Carlsson, et al., 2001).
Pourtant, les Tlots sont métaboliquement actifgéeessitent un apport en oxygene, en glucose
et autres meétabolites pour leur survie. Etant dogné la revascularisation des flots
pancréatiques transplantés n'est pas immédiateréence d'un bon apport vasculaire est
d’autant plus indispensable. De plus, afin d’exeder fonction endocrinienne, les flots
pancréatiques requiérent un acces aux taux degguganguin et a un systéme de distribution
de l'insuline pertinent (Merani, et al., 2008).

Ainsi, I'emplacement idéal serait un site immunuejpegié accessible aux traitements

immunosuppresseurs. Il permettrait également ugsacbirurgical aisé pour minimiser la
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survenue de complications et faciliter la surveitla d’éventuelles complications (par

visualisation radiologique ou biopsie). Enfin, ute gde transplantation qui nécessiterait une
quantité réduite d'lots présenterait 'avantage rdduire le nombre de donneurs et de
perfusions multiples.

De nombreux sites d'implantation expérimentauxéiétproposés (rate, rein, omentum, etc)
chez le petit animal ou le succes des transplaniath été clairement lié a 'emplacement de
la transplantation (Merani, et al., 2008pb.1-4). Toutefois, I'expérience relativement limitée

chez le gros animal et I’'hnumain confere une applita limitée dans le milieu clinique. Par

conséquent, la transplantation d'ilots intra-pertakte la méthode de choix.
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Tableau 2-4.Quantité d'llots requise pour inverser I'’hyperglycémie dans divers sites de trasnplantation
(Merani, et al., 2008)

= |a vascularisation

Afin d’assurer leur survie et leur fonction apréansplantation, les ilots ont besoin d'étre

correctement revascularisés. Pourtant, des étugiedrimentales montrent que des ilots
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humains transplantés en intra portal dans un matielsouris nude sont mal revascularisés
(Lau & Carlsson, 2009). En effet, les premiers désvés néovasculaires issus des cellules
endothéliales du receveur (Vajkoczy, et al., 198Bnent un réseau vasculaire dans le
voisinage immeédiat des ilots dés sept jours aprassplantation, et s’établissent aprés
seulement 10 a 14 jours (Vajkoczy, et al., 1995rdHient, et al., 1997). Toutefois, le retard

de la reperfusion artérielle et hypoxique causmdat inévitable des cellules des flots et le

dysfonctionnement du greffon (Davalli, et al., 1p98e plus, les cellules 3 situées au centre
de I'llot sont les cibles privilégiées de I'hypoxie raison de la diffusion limitée de I'oxygéne

et des nutriments (Hughes, et al., 2003). Aveemepis, la maturation du systeme vasculaire
continue et le taux d’apoptose des ilots transptai® mois aprés transplantation devient

semblable a celui des ilots natifs.
* L’'immunosuppression

L’auto-transplantation d'llots est pratiquée depplssieurs décennies chez des patients
souffrant de pancréatite chronique qui nécessiiaptpancréatectomie totale ou quasi-totale
(Farney, et al., 1991). Approximativement 70% ds patients maintiennent une insulino-
indépendance et dans certains cas pendant plu$ des2 Bien que la transplantation d'lots
peut facilement contrdler le diabéte chez les ptigancréatectomisés, I'échec de l'allo-
transplantation d'llots chez les patients diabé&squle type 1 est probablement due a la
toxicité diabétogéne du traitement immunosupprasse@ la destruction auto-immune des
flots transplantés.
L'immunosuppression commence avant la transplantatvec cinq doses bi-hebdomadaires
d'un anticorps humanisé anti-IL-aRappelé daclizumab (ZenafaxRoche). Elle est
maintenue pendant plusieurs mois par l'adminisinatcontinue de faibles doses de
rapamycine (sirolimus), qui inhibe la réponse 22| et le FK506 (tacrolimus), un inhibiteur
de la calcineurine bloquant la production d'IL-2.

» La toxicité des immunosuppresseurs
La perte de fonctionnalité et le retard de revastsdtion des ilots induit par les traitements
immunosuppresseurs sont deélétéres pour le mairdtianoyen et long terme des flots
transplantés. En effet, le tacrolimus est capalitdither la transcription des ARN messagers
de l'insuline dans les flots de mtsitu (Tamura, et al., 1995) et de diminuer la fonctidit@a
des 1lots humains transplantés dans des souris(Rickedi, et al., 1991).
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La rapamycine, a une concentration généralemeligégtipour empécher le rejet de greffe
dlots (10 ng/ml), est capable de réduire le tdaxprolifération des celluleg des Tlots de
Langerhans de rat transplantés, mais aussi daiistesatifs murins. (Niclauss, et al., 2011).
De plus, d'autres travaux ont suggeéré que la rapamya des propriétés anti-angiogéniques
(Cantaluppi, et al., 2006). Ces données suggenamtla dysfonctionnement progressif des
flots peut étre di au traitement immunosuppresgaupeut résulter en partie d'une altération
de la régénération des cellulgsAinsi, les effets du sirolimus et du tacrolimansd autant
plus déléteres qu’ils surviennent durant la phaseqee post-transplantation lorsque les flots
sont encore en phase de « récupération » de fiigoleet de prise de greffe (Desai, et al.,
2003).

= Larécurrence de l'auto-immunité
La thérapie immunosuppressive utilisée par le maed’Edmonton chez les diabétiques de
type 1 induit une lymphopénie, associée a des niwédevés de cytokines homéostatiques
(IL-7 et IL-15) et une expansion de la populatiogs dymphocytes T CD8autoréactifs
(Monti, et al., 2008). Ces derniers sont incapatleegroduire de l'interférom; qui est connu
pour favoriser l'inflammation et la destruction désts de DT1. Les patients, traités par
'association de sirolimus et de tacrolimus, onte uaugmentation des lymphocytes T
autoréactifs GAD65, dont 30% prolifereim vivo et expriment le marqueur mémoire
CD45RO0. Cette expansion homéostatique des lympbasdyautoréactifs peut ainsi expliquer
le succes limité du protocole d'Edmonton au filtdnps. Dans ce contexte, des études ont
montré que les patients avec une auto-immunitélee® pour GAD préexistante perdent la
fonctionnalité des flots plus rapidement que lesiepts sans auto-immunité cellulaire
préexistante pour GAD en dépit de I'immunosuppogesavec le protocole d'Edmonton (King,
et al., 2004).
De plus, I'expansion des cellules T réegulatriceed3$) semble étre un élément important afin
de limiter la réactivité auto-immune au cours déylaphopénie (Krupica, et al., 2006). Par
conséquent, les données sur la perte ou l'expartsionéostatigue des Tregs suivant
immunosuppression systémique avec le protocdimonton sont trés intéressantes. La
prolifération des Tregs dépend de I'lL-2 (Malek &ygr, 2004), ainsi un blocage de la
signalisation et de la production de IL-2 au codesl'immunosuppression par le protocole
d'Edmonton réduit la prolifération non seulementekules effectrices mais aussi des Tregs.
Un traitement immunosuppresseur idéal aurait dane pbjectif de minimiser la déplétion en
lymphocytes et de préserver la fonction des lymptescT régulateurs. Ce traitement éviterait

de cibler les cytokines nécessaires a l'expanstoa k& fonction de Tregs et/ou induirait
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directement des Tregs spécifiques pour des ansigdiiets de Langerhans (Van Belle & von
Herrath, 2008).

2.5 Inflammation et transplantation d’ilots pancréatiques

2.5.1 L’inflammation

L’inflammation est la réponse immédiate de I'orgame aux dommages causés a ses tissus et
aux cellules par des agents pathogenes, des stitifs tels que des produits chimiques ou
des blessures physiques. L'inflammation aigué estraponse a court terme qui se traduit
généralement par la guérison: les leucocytes nafittla région endommagée, enlévent le
stimulus et réparent le tissu. L'inflammation clgole, au contraire, est une réponse
prolongée, dérégulée et inadaptée qui implique iofl@mmation active, la destruction des
tissus et la réparation des tissus en vain. Uhe itdlammation persistante est associée a de
nombreuses conditions et maladies chroniques hw@sainy compris [lallergie,
I'athérosclérose, le cancer, l'arthrite et les diataauto-immunes (Weiss, 2008).

La faible implantation initiale des Tlots peut gdiguer par une réaction inflammatoire aigué
non spécifique appelée « Instant Blood Mediatethimiatory Reaction » (IBMIR). C’est
une réaction thrombotique/inflammatoire qui se cindse par une activation rapide des
systémes de la coagulation et du complément, gativiation et la liaison des plaquettes a la
surface des ilots, suivi par l'infiltration par lesicocytes des ilots. Apres15 minutes, les ilots
sont encapsulés dans des caillots et apres une,Haylupart des flots sont infiltrés par de
nombreux leucocytes. Le résultat est une pertédrdégdrité des ilots et la destruction de I'Tlot
(Bennet, et al., 2000; Moberg, et al., 2005). Legeapide des ilots est associée a un pic de

peptide C sérique indiquant que les Tlots ont Btlommagés (Moberg, et al., 2002).
2.5.2 Laréponse inflammatoire aigué
2.5.2.1 Les voies de signalisation

L’invasion de I'organisme par des agents pathogémiestieux ou la détection d’'une Iésion
tissulaire déclenche une batterie de réponses intam@s a travers des interactions entre un
large éventail de stimuli et les mécanismes de edllaice immunitaire de I'h6te. Les
interactions hote-pathogene sont généralemengdsitpar la reconnaissance de structures
moléculaires conservées connues sous le nom dihegem-associated molecular patterns »
(PAMPSs) (Janeway & Medzhitov, 2002) qui sont egs#ias pour le cycle de vie de l'agent
pathogene. Toutefois, ces PAMPs sont soit abseanis,compartimentés a l'intérieur de la
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cellule héte. lls sont détectés par des récepteppelés « pattern recognition receptors »
(PRRs), qui sont exprimés notamment sur les csllitemunitaires innées telles que les
cellules dendritiques, les macrophages et les polgaires neutrophiles (Kawai & Akira,
2010). La détection de PAMPs induit rapidement uégonse immunitaire de I'hote via
I'activation de voies de signalisation complexebe Bboutit a l'induction d'une réponse
inflammatoire médiée par diverses cytokines (ILTB\F...etc) et chimiokines (CCL2,
CXCL1...etc), qui par la suite facilite I'éradicatiale I'agent pathogéne (Kawai & Akira,
2010).

Plusieurs classes de PRRs, tels que les Toll-kepteurs (TLRS), les récepteurs « RIG-I-
like » (RLRS), les récepteurs « NOD-like » (NLR$)les récepteurs a 'ADN (« sensor »
cytosoliques pour ’ADN), ont été découverts etactérisés. Ces PRRs sont au premier plan
de la reconnaissance des agents pathogenes ihii@oet et extracellulaires mais détectent
aussi diverses classes de molécules comprenapratémes, des lipides, des glucides et des

acides nucléiques d’origine endogenes (Kumar,. e2@l1) Fig. 1-16.
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Figure 2-16. Voies de signalisation médiées par ldéférentes classes de PRRs

La voie de signalisation des Toll-like receptors (TLR) permet la reconnaissance des PAMPs par les TLRschlisés

sur la membrane plasmique, tels que TLR4, TLR5, TLR11, eTLR2 (TLR2 forme un hétérodimére avec TLR1 ou

TLR6 pour former un complexe récepteur fonctionnel) eéles TLRs localisés sur I'endosome, tels que TLR3, TLR&t

TLR9. Tous les TLRs, a l'exception de TLR3, recrutent My[38 et activent la voie de signalisation MyD88
dépendante. La voie de signalisation MyD88 dépendantest initiée par le recrutement et I'activation dediverses

molécules de signalisation pour initier la transciption des génes codant pour les cytokines inflammaites.

La voie de signalisation des RIG-I-like recepteursRLRs) permet la reconnaissance de PAMPs par des «nsers »

cytosoliques, comme RIG-I et MDA5 qui entraine parune cascade de signalisation la production de cytimies

inflammatoires et d'interférons de type I.

Les voies de signalisation dépendantes des « senseytosolique d’ADN permettent la détection de PANPs dans le
cytoplasme des cellules par « sensors » cytosoliqlidDN.

La voie de signalisation des Nod-like recepteurs (NRs) permet la reconnaissance des PAMPs par Nod1 Mbd2 qui

initient le recrutement de Rick, qui active NFkB. (Kumar, et al., 2011).

En effet, I'objectif premier du systeme immunitaifest pas de discriminer le soi et le non-
soi, mais plutét de détecter et de se protégeredatdanger (Matzinger, 1994). Les PAMPs
et les molécules endogenes générées par une Iéssuaire (« Damage-Associated
Molecular Patterns », DAMPSs), signalent la menateea infection ou d'une lésion a
I'organisme, indépendamment de leur identité enumg@ exogéne (Beutler, 2007). Parmi les

récepteurs cellulaires qui détectent ces signauxiateyer, les TLRs représentent un lien
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moléculaire entre la Iésion tissulaire, l'infectiat l'inflammation. (Piccinini & Midwood,
2010)

2.5.2.1.1 Les récepteurs de I'inflammation

Chez 'Homme, 10 membres de la famille des TLRséatidentifiés, tandis que chez la
souris 12. Les TLRs 1 & 9 sont conservés chez Idaret la Souris. TLR10 est exprimé chez
I'hnomme, mais pas chez la Souris, tandis que TL&llexprimé chez la Souris, mais pas
chez 'Homme (Beutler, 2007). Les TLRs sont desgpyotéines membranaires de type | et
se composent d’'un domaine extracellulaire richaég®titions leucine nécessaires pour la
reconnaissance des ligands et un domaine cytogjasntioll/interleukin-1(TIR), nécessaire
pour la signalisation en aval (Kumar, et al., 2011)

Un certain nombre de ligands endogénes des TLRsjfEpement généreés lors d'une lésion
tissulaire ont été identifiés. Certains sont dedémdes intracellulaires (protéine de choc
thermique...) normalement inaccessibles au systenmeuiritaire qui sont libérées dans le
milieu extracellulaire en raison de la nécrose dafules ou d'une activation suite a une
lésion. D'autres sont des fragments de moléculda ntrice extracellulaire (MEC) qui sont
libérés suite a un dommage tissulaire ou des migigade la MEC dont la présence est
spécifiguement augmentée en réponse a une |lésgndire (Kono & Rock, 2008).

La « Heat shock protein » 60 (HSP60) est le premativateur endogene putatif des TLRs
découvert (Ohashi, et al.,, 2000). La liste desvatdurs endogenes de TLR2 et 4 s’est
agrandie rapidement et inclut d'autres moléculémadsllulaires telles que les protéines de
choc thermique HSP70, Gp96, HSP22, et HSP72 abtéipe « high-mobility group box-1 »
(HMGB1) ainsi que des molécules de la MEC tellege tpi biglycane, la tenascine-C, le
versicane, et des fragments de molécule de la MEGmMpris les oligosaccharides de l'acide
hyaluronique et le sulfate d'héparane (Piccinifi&wood, 2010). Une liste plus exhaustive
de DAMPs associés a leurs TLRs apparentés estaldaris l¢ableau 1-5
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ACIDES GRAS, LIPOPROTEINES

PROTEINES,PEPTIDES

TLR-1 p-défensine-3 TLR-2 Sérum amyloide A
HSP60, 70, Gp96 Sérum amyloide A
HMGB1 TLR-4 LDL oxydée
Complexe HMGB1-nucleosome Acide gras saturé
p-défensine-3 PROTEOGLYCANES,
TLR2 Protéine du surfactant A, D
Neurotoxine derivée de Biglycane
I’éosinophile TLR-2 Versicane
Anticorps anti-phospholipide Fragments d’acide hyaluronique
HMGB1 Biglycane
Fibronectine EDA TLR-4 Fragments de sulfate héparane
Fibrinogéne Fragments d’acide hyaluronic
Ténascine-C (FBG) ACIDES NUCLEIQUES,
Protéine du surfactant A, D COMPLEXES ACIDE NUCLEIQUE -
TLR4 p-défensine-2 PROTEINE
HSP60, 70, 72, 22, Gp96 TLR-3 ARNM
S100A8 (MRP8)
S100A9 (MRP14)
Elastase des neutrophiles TLR-7 ARN simple brin
Anticorps anti-phospholipide
Lactoferrine
TLR-7 Anticorps anti-phospholipide TLR-8 ARN simple brin
TLR-8 Anticorps anti-phospholipide | TLR-9 complexes IgG-chromatine

Tableau 2-5. Activateurs endogénes des TLR.
(Piccinini & Midwood, 2010)

Les TLRs sont capables de reconnaitre leurs ligardgénes de trois maniéres différentes.

Cette 'homo- et hétéroédation des TLRs ainsi que

I'interaction directe entre les TLRs et leurs liganou l'utilisation de co-récepteurs et de

reconnaissance implique

molécules accessoires. Un certain nombre de melecatcessoires est identifie comme
facilitant la reconnaissance microbienne par leRRgLtelles que CD14, MD-2. Ces co-

récepteurs et ces molécules accessoires nécesadameseconnaissance des ligands par les
TLR sont partagés par les DAMPs et les PAMPs.

Malgré la diversité des mécanismes d'interactiogand-TLR, des similitudes dans

l'organisation des complexes ligand-TLR peuvenippiiguer a tous les TLRs. La
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signalisation en aval s’exécute grace au recrutememmolécules adaptatrices spécifiques.
Cing adaptateurs ont été décrits jusqu'a présemyetoid differentiation factor 88 »
(MyD88), « MyD88-adaptor like » (Mal), « TIR domagontaining adaptor inducing IFN-
beta » (TRIF), « TRIF-related adaptor molecule RAM), et « sterile alpha and HEAT
Armadillo motifs » (SARM) (Kenny & O'Neill, 20085elon les adaptateurs recrutés par les
TLRs, deux voies principales de signalisation icettlulaires peuvent étre activéésg. 1-17)

* La premiéere, la voie MyD88-dépendante, qui estvaetipar tous les TLRs, sauf
TLRS3. Elle met en jeu les « IL-1R-associated kisase(IRAK), IRAK-1 et IRAK-4,
le TNF receptor-associated factor (TRAF-6), etnletogen-activated kinases (MAPK)
et culmine dans l'activation du facteur de tramdmmn NF«B via le complexe dB
kinase (IKK). A son tour, NFKB induit la transciipn de génes codant des cytokines
pro-inflammatoires.

* La seconde voie, connue comme la voie TRIF, estpaddante de MyD88 et peut
étre activée lors de la stimulation du TLR3 ou 4e Eonduit & l'activation de la
famille des facteurs de transcription « interfem@gulated factors » (IRF) par le
recrutement de TRIF en résulte la synthése d'érianf (IFN).
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Figure 2-17. Vue d’ensemble de la signalisation d&4R-2 ;-3 ;-4 ;-5.
(Kawai & Akira, 2010)

Les voies de signalisation induites par les moksuéndogenes dans différents types
cellulaires sont peu étudiées, mais des étudesitexceelatent Il'utilisation de molécules
adaptatrices distinctes et l'induction des voiesigaalisation distinctes lorsque le TLR est

stimulé avec ses ligands exogenes ou endogenen(Ri& Midwood, 2010).
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2.5.2.1.2 Les médiateurs de I'inflammation

2.5.2.1.2.1 Les protéines de la phase aigué de l'inflammation

Chez les mammiféeres, l'inflammation aigué est agsoa une augmentation transitoire d’'un
groupe de protéines circulantes qui sont colleoteet connues sous le nom de protéines de
la phase aigué. Ce groupe de protéines compremgnnognt la protéine amyloide A sérique
(« serum amyloid A protein » ; SAA), le fibrinogéna protéine réactive-C (« C-reactive
protein » ; CRP), I'haptoglobine, les facteurs d@mmplément C3 et C9, 'hémopexine, la
céruloplasmine, ti2-macroglobuline 2-M), le CD14, lal-antichymotrypsine (ACT), la
protéinaseal-cystéine inhibitrice («l-cysteine proteinase inhibitor »1CPI ), et lal-
antitrypsine (AAT) (Parker & . Picut, 2005). Lesot#ines de la phase aigué sont
responsables d’'un bon nombre d’effets systéemiqed$nflammation, visant essentiellement
a préparer le corps a résister a l'invasion syspéeni et a faciliter la résistance locale aux
agents pathogenes. Les inhibiteurs de protéasiesptase aigué (AAT, ACTs1CPI,eta2M)
diminuent les dommages tissulaires des protéaseséds par les cellules mortes ou
mourantes. L’hémopexine et I'hnaptoglobine se lg&elheme et la globine, respectivement, qui
peuvent étre libérées par I'érythrolyse lors déolgs inflammatoires. La SAA et la CRP ont
des fonctions qui suggerent un rble de « scavemgemais aucune fonction ne justifie
I'expression accrue de ces protéines (jusqu'a 26)0@ans une réaction en phase aigué.
(Parker & . Picut, 2005)

La CRP est un membre de I'ancienne famille hautecwrservée des protéines pentraxines,
elle est agencée en un homopentameére cycliqgue.RR &jit comme un agent opsonisant,
elle active le complément, se lie aux récepteurs ldeamunoglobulines G (IgG) sur les
cellules des mammiféres et aux phosphocholines tessnembranes bactériennes. Elle
reconnait ensuite les constituants nucléaires ensellules endommagées. La CRP est un
indicateur fiable de l'inflammation associée ahEabsclérose chez 'homme (Dupuy, et al.,
2003). Toutefois, la CRP n'est pas un systeme atelic fiable de l'inflammation chez toutes
les especes. L'haptoglobine sérique est un meilledicateur du niveau d'inflammation
systémique chez le porc. Le dosage d2-thacroglobuline sériqué-ig. 1-18, haptoglobine
ou le fibrinogéne est plus précis que le taux d® €Bmme indicateur de l'inflammation chez

les rats de laboratoire (Giffen, et al., 2003).
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Figure 2-18. Evolution de la concentration em2-Macroglobuline (x2-M) aprés injection d’huile de térébenthine chez
le rat
(Jinbo, et al., 2002)

La réponse de phase aigué est générée lorsquelas=stires a un endroit extrahépatique
activent les macrophages locaux pour libérer upenfare vague de cytokines qui comprend
I'lL-1, le « Tumor Necrosis Factor », et une petjtentité d'IL-6. L'absorption de la premiére
salve de cytokines dans les cellules environnaggesuivie par la libération d’'une deuxieme
vague de cytokines, comprenant une grande quatitit® qui favorise la production massive
de protéines de phase aigué par les hépatocytdse(Ra. Picut, 2005). IL-6 est la molécule
de signalisation prototype dans l'induction dedponse de phase aiguéd. 1-19. Mais,
I'lL-22 qui est produite par les cellules T actisga également la capacité de réguler la
production des protéines de phase aigué (WolK,,e2@EL0).
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Figure 2-19. Evolution de la concentration en intedukine-6 (IL-6) apres injection d’huile de térébentine chez le rat
(Jinbo, et al., 2002)
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2.5.2.1.2.2 Cytokines

Le mot « cytokine> vient du gre « cyto » et « kinine qui signifient respectivement cell
et hormones. Les cytokines scdes protéines solubles « hormone-bkkgui permettent la
communication entre les cellulesl’environnement. « Cytokine »seun terme génériguqui
regroupe les lymphokineges monokines, les interleukinesed facteurs de stimulation ¢
colonies (CSFgs les interféron, le facteur de nécrose tumorale etdbgniokine: (Tayal &
Kalra, 2008) Tab. 1-6).

Famille Membres

Hématopoiétigue

Chainey commune IL-2, IL4, IL-7, IL9, IL-15, IL-21
Chaine [ partageée (CO151) IL-2, IL-5, GRi-CSF
Chainell2p [CD122) partagee IL-2, IL-15
Autres hamatopoistiques [FM-, IL-7, IL-13, 1L-21, IL-31, TSLP
Famille de I'IL-1 IL-1m, IL-1F, IL-1ra, IL-15, IL-33
LMilizant gpl30 IL-&, IL-11, I1L-27, IL-31, Facteur

Meutrophiqua Ciliaira {CNTF),
Cardictrophine 1 [CT-1], Facteur
inhibiteurda la leucamie [LIF},
Qncostatins b (56 ),
Clstéopontins

IL-12 IL-12, IL-23, IL-35
Superfamillede I'IL-10 IL-10, IL-19, IL-23, IL-22, IL-24, IL-
26, |L-28, IL-24
IL-17 IL-17A-F IL-25, [IL-17E}
Interférons
Imtarférons de type | IFM-c, IFM-B, IFM -
Interférons de type || IFP 4 Taussi un cytokins
hérmatopoiétique))
Intarfdrons de type IFM-AL CIL-291, IFH-AZ (IL-284],
IFM A3 {1L-226)
Superfamille du THF TH F-z, THF-[5, BAFF { Facteur

activateurdas cellules B), APRIL
tLigand induizant I'apoptose)

Tableau2-6. Les différentes familles de cytokines
(Commins, et al., 2010)

Les cytokines sontles protéines sécréti impliguées dans de nombreux aspect la
croissancede la différenciation et dl'activation cellulaire Une caractéristique majeure
ces molécule®st leur effet st le systtme immunitaire a I'égard thafic cellulaire et du

développement des tissus,dets organe immunitaires. La naturde la répons immunitaire
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détermine quelles sont les cytokines produites retdernier ressort si la réponse est
cytotoxique, humorale, a médiation cellulaire, dargique (Commins, et al., 2010).

» Les cytokines produites par les cellules présanesid’antigenes (CPAS) :

Les cytokines principalement dérivées de cellulenddtiques (DCs), de phagocytes
mononucléaires, et d'autres cellules présentatd@@gigénes (CPAS) sont particulierement
efficaces a la fois dans la génération d'une répanmunitaire innée et dans la signalisation
contribuant a l'initiation et l'orientation de léponse immunitaire adaptative. Le traitement
des antigenes, la facon dont ils sont absorbédegaCPAs, métabolisés, et présentés aux
lymphocytes Th fournit les informations nécessaiasr la catégorie de cytokines a produire.
Alternativement, les CPAs sont puissamment actiyges leur PRRs pour produire des
cytokines. Les cytokines produites par les CPAspremnment principalement le TNF, I'lL-1,
I'IL-6, I'IL-8 et d'autres membres de la famille lehimiokines, ainsi que I'lL-12, I'lL-15,
I'IL-18, I'lL-23, I'lL-27 et I'lL-32 (Commins, et d., 2010).

Plus précisément, la famille du TNF représente @&é&mes homologues qui proviennent
principalement des phagocytes mononucléaires (d)\#t-des lymphocytes (TNF-3) (Beutler
& Cerami, 1989). Le TNFe est également produit par les neutrophiles, legphocytes, les
cellules NK, l'endothélium, et les mastocytes. 4t &aité comme une protéine liée a la
membrane a partir de laquelle le facteur actif lsleluest clivé en utilisant I'enzyme de
conversion du TNFe (Perez, et al., 1990). Le TNE-et le TNF-B se lient aux mémes
récepteurs de surface cellulaire, le récepteur T(pH5) et le récepteur TNFII (p55), avec des
affinités similaires et produisent des effets sexblas, bien que non identiques (Tartaglia &
Goeddel, 1992). Les TNFs induisent une immunité-tantorale par des effets directs
cytotoxiques sur les cellules cancéreuses en ddimhules réponses immunitaires anti-
tumorales. Les TNFs interagissent avec les -cellubeslothéliales pour induire la
« intercellular adhesion molecule-1 » (ICAM-1), davascular cell adhesion molecule-1 »
(VCAM-1), et I'E-sélectine, permettant ainsi le regpement des granulocytes aux sites de
I'inflammation. Les TNFs sont de puissants activegedes neutrophiles, induisant I'adhésion,
le chimiotactisme, la dégranulation, et le « bursydatif ». Enfin, les TNFs induisent une
fuite vasculaire, des effets inotropes négatifsogtt le principal médiateur de choc septique
(Tracey, et al., 1987).

D’autres part, linterleukine-6 (IL-6) est produit@rincipalement par les cellules

mononucléaires phagocytaires (Akira, et al., 1988is elle est également produite par les
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lymphocytes T et B, les fibroblastes, les celluksdothéliales, les kératinocytes, les
hépatocytes, et les cellules de la moelle ossdmar. délivrer son signal, I'lL-6 se lie a la
chainea du récepteur (IL-6R, CD126), la transduction dgnal passe pargpl130 (CD130).
CD130 est exprimé de maniere ubiquitaire, c’estrémsducteur de signal commun pour
plusieurs cytokines de la famille de I'lL-6. En amche, I'expression de I'lL-6Rest limitée.
En plus du récepteur lié a la membrane, une forohgbke de IL-6R peut capturer I'lL-6
circulant et le rendre disponible pour se lieraivar gp130 (Muller-Newen, et al., 1998). La
forme soluble de gp130 agit comme un récepteusiaifimmatoire « leurre ».

Sous linfluence de I'lL-6, les lymphocytes B séédencient en plasmocytes matures et
sécretent des immunoglobulines. L'IL-6 induit I'eettion, la croissance et la différenciation
des cellules T. En plus de l'activation des lymphes, I'IL-6 partage plusieurs activités avec
I'lL-1, comprenant l'induction de la fievre et laoguction de protéines de la phase aigué.

L’IL-6 est l'inducteur la plus importante des piiats de la phase aigué.
= Les cytokines anti-inflammatoires

En plus des cytokines qui induisent des réponsiammatoires cytotoxiques, cellulaires,
humorales ou allergiques, plusieurs cytokines omincgpalement des effets anti-
inflammatoires. Ces cytokines anti-inflammatoiresmprennent notamment, le récepteur
antagoniste de IL-1 (IL-1ra), mais aussiddransforming growth factor » (TGF-R) et les
membres de la famille de I'lL-10.

L’IL-10 est une cytokine immunorégulatrice importaravec de multiples effets biologiques
sur différents types de cellules. Les principalesirses d'IL-10 sont les monocytes, les
cellules B et les lymphocytes T régulateurs chkartime (Del Prete, et al., 1993). L'IL-10
humaine forme un homodimere qui exerce ses forgtlmologiques par la formation du
complexe IL-10 -IL-10R1 ou IL10-IL-10R2.

Pour induire ses effets anti-inflammatoires, I'l0-hgit a différents stades de la réponse
immunitaire et a différentes localisations anatami] L'IL-10 est initialement décrite
comme une cytokine des cellulesZT(Fiorentino, et al., 1989). Toutefois I'expressue I'IL-

10 n'est pas spécifique aux cellulg®Tou aux cellules Tregs, c'est une cytokine begucou
plus largement exprimée (Saraiva & O’Garra, 2010110 est exprimée par de hombreuses
cellules du systeme immunitaire adaptatif, compnenas cellules 1, T42 etTyl7, les
cellules Tregs, les cellules T Ch8 les cellules B (Saraiva & O’'Garra, 2010). IL-&6t

également exprimée par les cellules du systeme mitaie inné, y compris les cellules
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dendritiques (DCs), les macrophages, les mastqdgesellules NK, les éosinophiles et les
neutrophiles (Moore, et al., 2001). Ainsi, la protion d'IL-10 semble étre associée a de
nombreuses cellules immunitaires, affirmant soe féhdamental en tant que régulateur du
systeme immunitaire, non seulement des réponsédaoels Tl (Trinchieri, 2007) mais

aussi des réponsegd aux allergenes entre autres (Hawrylowicz & O’'@a005).
= Les chimiokines

Les chimiokines sont un groupe de petites protéj@elk?kDa) avec 20 a 70 % d’homologie
de séquences d'acides aminés. Elles sont diviedasndles sur la base de la position relative
de leurs résidus de cystéine (Baggiolini, et 897). Il y a au moins quatre familles de
chimiokines, mais deux seulement ont été largemanactérisées. Les chimiokine®t 3 qui

contiennent quatre cystéines, semblent représdéegeplus grandes familles. Chez les

chimiokines, un acide aminé sépare les deux premésidus cysteine (cystéine — X -acide
aminé - cystéine, ou CXC), alors que chez les Rudkines, les deux premiers résidus

cystéine sont contigus les uns aux autres (cystdisiine, ou CC)Hig. 1-20.
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Figure 2-20. Les différentes classes de chimiokinesleurs récepteurs

(Luster, 1998)

Les chimiokines possédent la capacité d'induinmilgration cellulaire ou le chimiotactisme

de nombreux types de cellules, y compris les nphtles, les monocytes, les lymphocytes,

les éosinophiles, les fibroblastes et les kéragitesc L'activité est régulée en se liant a des

membres de la superfamille des récepteurs a 7 desydransmembranaires, couplés aux

protéines G. Actuellement, 52 chimiokines et 20epéeurs de chimiokine ont été décrits

(Zlotnik & Yoshie, 2000) avec leur emplacement chosomique et leurs propriétés
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physiologiques. Bon nombre de récepteurs aux chkimés peuvent lier plus d’un ligand, ce
qui permet le chevauchement et la redondance fd@déion des chimiokines.

A l'origine, les chimiokines ont été décrites commédiatrice de l'inflammation produites sur
les sites d'infection ou de Iésion en réponse ati@slli pro-inflammatoires. Les chimiokines
inflammatoires recrutent et activent les leucocys d’organiser la réponse immunitaire et
d’initier la cicatrisation. Bien que le chimiotaatie se présente comme la principale fonction
des chimiokines, leur réle physiologique est plasmplexe. Ces fonctions vont du trafic des
lymphocytes au cours de I’hématopoiese, de I'édl@amniage de l'antigene dans les tissus
lymphoides secondaires, de la surveillance immuejtaau développement des organes
(Zlotnik & Yoshie, 2000). En général, les chimio&iliées & 'homéostasie sont exprimées
dans les tissus ou organes spécifiques, tandislepiechimiokines inflammatoires sont

produites par de nombreux types cellulaires.

2.5.2.1.3 Inflammation et stress oxydant

2.5.2.1.3.1 Réle particulier de 'Héme Oxygénase-1

L’'Heme Oxygénase-1 (HO-1) est une enzyme impliqieies le catabolisme de I'héme. La
dégradation de 'héme permet la libération de gtémequimolaires de biliverdine, de fer et
de monoxyde de carbone (Maines, 1997). La biliverdiéductase convertit par la suite la
biliverdine en bilirubine. Parmi les deux isoformés I'heme oxygénase, 'HO-1 est une
enzyme hautement inductible par I'heme et par digatres stimuli tels que le stress oxydant,
tandis que 'HO-2 est l'isoforme exprimée de faconstitutive (Deshane, et al., 2005).

Les effets protecteurs résultant de I'activité H&®eht dus a son inductibilité par une variété
de stimuli dont I'héme, l'oxyde nitrigue (NO), l@admium, les facteurs de croissance,
I'nyperoxie et d'autres facteurs résultant de Wb@réition de ses produits de réaction, qui
exercent plusieurs effets biologiques, y compris deopriétés anti-oxydantes, anti-

inflammatoires et anti-apoptotiques (Deshane,.ef@05) Fig 1-21).
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Figure 2-21. Role régulateur de 'HEme Oxygénasedans la réponse inflammatoire macrophagique

(Paine, et al., 2010)

L’'Heme Oxygénase-1 joue un rble important dangfmonse inflammatoire (Kapturczak, et
al., 2004). Elle est impliquée dans plusieurs éfamthologiques, dont l'athérosclérose,
I'nypertension, le rejet de greffe, les Iésionsalés aigués, les lésions pulmonaires et le
cancer entre autres. (Jarmi & Agarwal, 2009; R&kéke, 2010; Ferrando, et al., 2011).
L'effet bénéfigue de HO-1 sur linflammation espparté par Willis et al dans un modele
d'inflammation pleurale (Willis, et al., 1996). hibition de I'HO-1 a laide de
protoporphyrine d'étain augmente de facon signifiea’infiltrat inflammatoire, tandis que
l'induction préalable avec I'némine entraine urguc@on significative de l'inflammation.
Ceci suggere que l'activité de HO-1 module la répanflammatoire. Des résultats similaires
ont été signalés dans d'autres modéles d'inflaromatl'importance de HO-1 dans
I'inflammation est étayée par les résultats deisdurock-out pour 'HO-1 et des enfants
déficients pour le gene de 'HO-1, présentant uenpliype pro-inflammatoire (Kapturczak, et
al., 2004; Yachie, et al., 1999). En outre, plusienédiateurs pro-inflammatoires sont activés

par carence en HO-1 et la surexpression de HO-1ld@uses sous-produits) est anti-
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inflammatoire. De plus, I'effet anti-inflammatoicees médiateurs tels que I'lL-10 confere une
protection par la surexpression de HO-1 dans uneteanhurin de septicémie (Lee & Chau,
2002). Bien que l'induction préalable de HO-1 irhitinflammation, des médiateurs pro-
inflammatoires comme le TNé&- I'lL-1, le lipopolysaccharide (LPS) et les lipgle@xydés
sont de puissants inducteurs de I'HO-1 dans ldsilesl endothéliales et les macrophages
(Wagener, et al., 2003; Terry, et al., 1999).

2.5.2.1.3.2 ROS & Inflammation

La mitochondrie joue un role crucial dans la surwellulaire, notamment par
I'approvisionnement en ATP de la cellule, mais ia@essinfluencant I'apoptose, le cycle
cellulaire et le métabolisme. Les mitochondriesdpisent de I'ATP par la respiration aérobie,
I'oxydation du glucose, du pyruvate et du nicotimd@nadénine dinucléotide réduit (NADH)
conduisent a la génération d’espéeces réactiveorggebne (« Reactive Oxygen Species »,
ROS). Dans des circonstances normales, les eféd$edes causés par la nature hautement
réactive des ROS sont contrebalancés par la préskaatioxydants, y compris le glutathion,
les caroténoides et les enzymes antioxydantes wglie la peroxydase catalase, le glutathion
et I'HO-1. Toutefois, plusieurs maladies chronigassociées a l'inflammation (le diabéte de
type 2 par exemple) sont également caractériséda peoduction excessive de ROS (Patti &
Corvera, 2010).

Les réactions inflammatoires induisent la productie ROS et inversement la production de
ROS peut également induire une réponse inflamneatéin effet, il existe une véritable
relation entre la production de ROS et l'activatides cytokines pro-inflammatoires
(Nakahira, et al., 2011). Le fait que différentgsokines soient soumises a des événements
distincts de régulation suggere que la généraltéodit mécanisme donné est susceptible
d'étre limitée. La régulation temporelle distind&el'IL-1R (réponse rapide) et de TNF et d'IL-
6 (réponse tardive) suggére également que I'expresdes différentes cytokines est
influencée de maniere distincte par la productierROS (Naik & Dixit, 2011). Par exemple,
les« mitogen-activated protein kinases » (MAPK)tsseulement inhibées en présence de
niveaux tres élevés de ROS qui, vraisemblablenssatcumulent & un stade ultérieur d'une
réponse inflammatoire. La source cellulaire des R&ISégalement stimulus-dépendante. En
effet, la signalisation inflammatoire en aval delsR$ dépend des ROS, tandis que les
particules cristallines telles que I'amiante efili@e exigent a la fois de la NADPH oxydase et
des ROS (Nakahira, et al., 2011; Dostert, et #l082 La source et la quantité de ROS

produites semblent étre spécifiques de chaque lstgmu
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2.5.2.2 Les différentes étapes de IBMIR : Instant Blood Mediated Inflammatory Reaction

Il existe une véritable interaction entre I'inflaration et le systeme de la coagulation. Cette
interaction est réciproque puisque l'inflammati@mduit non seulement a l'activation de la
coagulation, mais la coagulation affecte aussi idénablement la réponse inflammatoire.
L’activation de la coagulation et le dép6t de filerisubséquent a l'inflammation sont connus
et peuvent étre considérés comme une part es$entiela défense de I'organisme contre, par
exemple, des agents pathogenes ou des cellulesdeatiques. Le but ultime de cette
activation est de contenir I'invasion et de limigeréponse inflammatoire a une zone limitée.
A linverse, la coagulation peut aussi sensiblemmiduler 'activité inflammatoire. Les
facteurs de coagulation (tels que la thrombine)esuprotéines anticoagulantes (comme la
protéine C activée) peuvent activer des réceptealisilaires spécifiques sur les cellules
mononucléaires ou les cellules endothéliales. Cattevation conduit, par exemple, a la
production de cytokines ou I'apoptose des celimiggmmatoires (Levi, et al., 2004).
L'initiateur central de l'inflammation induite p& génération de thrombine est le facteur
tissulaire (TF). Le blocage de [lactivité du faatetissulaire abroge complétement
l'inflammation induite par activation de la coadigda dans un modéle d’endotoxémie
expérimentale (Levi, et al., 2004). Le facteuruiage est une protéine transmembranaire de
45 kDa qui est constitutivement exprimée sur umgraombre de cellules qui ne sont pas,
pour la majorité, en contact direct avec le sang @Edgington, 1994). Toutefois, TF est au
contact du sang suite a la perturbation de l'iiti&gies cellules vasculaires ou si les cellules
présentes dans la circulation expriment TF. La@®de facteur tissulaire peut étre différente
dans diverses situations inflammatoires. En effét,est exprimé par les cellules des ilots
pancréatiques et il est considéré comme un faatkurdans le déclenchement d'IBMIR
(Fig.1-22. Son implication est étayée par le fait que lechfje de l'activité TF avec des
anticorps monoclonaux ou iFVlla peut abroger IBMiRvitro (Moberg, et al., 2002).
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Figure 2-22.« Instant Blood Mediated Inflammatory Reaction » selon le modéle développé par Nilssonagi(2011)

1-2 : Lorsque les ilots de Langerhans sont exposés sang, des Immunoglobulines —G et —M se fixent a burface des
flots et induisent l'activation du complément et ledépdt de fragments C3-fragments (C3b/iC3b). 3 : Ldacteur
tissulaire (« Tissue Factor » ; TF) libéré par les dits induit I'activation du systeme de la coagulatio. La thrombine
générée active les plaquettes et initie la formatiode fibrine. 4 : L'activation des plaquettes augmete I'affinité des
intégrines (GPllb-lla et a2B1) pour la fibrine et le collagéne respectivemegret favorise la promotion de la liaison des
plaquettes activées a la surface des ilots. En outréactivation plaguettaire induit une activation du complément et
conduit a la génération des anaphylatoxines C3a €5a, qui recrutent et activent les monocytes etdegranulocytes au
voisinage des flots. 5 : L'activation des plaquettaaduit la libération de thrombine générant de la forine qui finit par
former une capsule autour des ilots piégés par lgdaquettes, les granulocytes et les monocytes. Geda l'action de
facteurs chimiotactiques, libérés directement par ds flots (par exemple I'IlL-8, MIF, MCP-1) ou générgé par

I'activation du complément (C5a), les granulocytegt les monocytes infiltrent les Tlots et conduiserdt la destruction
des llots. (Nilsson, et al., 2011)
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2.5.2.2.1 Activation de la coagulation

2.5.2.2.1.1 Le systeme de la coagulation

A l'origine, le concept de la cascade de coagutatist décrit comme une série de conversions
enzymatiques (MacFarlane, 1964yig. 1-23. L'activation progressive des précurseurs
inactifs, ou zymogenes, est nécessaire pour ladiwom du produit final : la fibrine. Ce
processus est décrit selon deux voies d'activatlanyoie intrinséque qui dépend de
I'activation par contact avec une surface chargggativement, et impliquant les facteurs de
coagulation XIlI, XI, IX, VIII et V ; la voie extriseque qui dépend du facteur tissulaire expose
a la circulation, et implique le TF et le facteull.\Ces voies convergent vers un processus
commun pour activer le facteur X, et conduire adaversion de la prothrombine (facteur II)
en thrombine (facteur lla) et aboutir & la conwarsdu fibrinogéne en fibrine. Dans ce
modele en cascade, la contribution de I'némostagseaipe, avec le recrutement initial de

plaquettes, a été considéré comme un mécanismeendant (Adams & Bird, 2009).
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Figure 2-23. La cascade de la coagulation.

(Adams & Bird, 2009)

Le modéle de laoagulatiol in vivo actuellement accepté souligrerble central du TF
comme principainstigateur d la coagulation. Il met en évidenégalemenlamplification
rapide de la thrombineomme une étape essenti dans le développeme d'un caillot stable
(Bungay, 2008) emet l'accent surl'interdépendance des facteuwte coagulation et des
éléments cellulairedl s'appuie sur | modele classiqude plusieurs facoi : (i) I'activation
des deux facteurs X et Iar le facteur tissulaire: le complexe dacteur Vlle (TF: FVlla),
reliant ainsi les voiegxtrinseques et intrinseqt; (i) une activationséquentiell, avec une
phase d’initation, unphase d'amplificatic et une phase de propagat{dtoffman& Monroe,
2007) et (iii) la participation activ et nécessaire defléments cellulair,, a savoir, les

plaguettes activéesjans le deux dernieres phases, fournissantla fois une surface
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phospholipidique chargée négativement sur laqupdet se produire des réactions a
proximité immeédiate de la zone de dommage (Furfeuéie, 2007)Fig. 1-24).

1. Initiation 2. Amplification 3. Propagation

a-granule release
Fva+Ca™
P& membrana

)..

” : Fvllla + free vIWF
(Thrombin)
O TAFI -—
L
O Plasmin
Microparticle o @
@ O @
O

Figure 2-24. Les trois étapes de la coagulation.

(Adams & Bird, 2009)

2.5.2.2.1.2 IBMIR & coagulation

IBMIR est étudiéen vitro dans le modéle « tubing loops » (Bennet, et 8002 Ce modéle
d’étude est un systéeme composé de tubes hépanin@&mnt les vaisseaux sanguins. Les tubes
sont remplis de sang et les Tlots sont injectémt@lieur des tubes. Immédiatement apreés le

contact entre le sang et les flots, ces dernienspBes au piege dans des cailldeg( 1-.25.

Figure 2-25. Le modele « tubing loops »
(Moberg, 2005)



Ce modele a permis de mettre en évidence le ral@mdmt du systéme de la coagulation et
des plaquettes dans ce phénoméne. Lorsque le s&uwlnou le sérum avec des neutrophiles
est utilisé dans ce systeme, IBMIR ne survient(péss, et al., 2003). Ces données suggerent
donc que le sang total, y compris ses facteurs adgutation, est un pré-requis pour la
survenue de IBMIR dans la veine porte.

Dans le cas de la transplantation intraportaleot¥ipancréatiques, le collagéne et d'autres
molécules chargées négativement a la surface alsspiburraient participer a I'activation de
la coagulation (Bennet, et al., 2000). D’autre pas cellules: eté des Tlots isolés expriment
et sécretent du TF (Moberg, et al., 2002). Le Hgalement été détecté dans le tissu exocrine
qui contamine les préparations d'lots (Beuneualet2004). Les résultats cliniques de la
transplantation d'ilots sont directement liés akesure d'expression de TF (Johansson, et al.,
2005).

Toutefois, I'activation plaquettaire autour dessijpeut avoir un effet bénéfique sur la prise de
greffe et la revascularisation par la production plesieurs facteurs de croissance qui
stimulent la néogenese vasculaire, tel que le suwas endothelial growth factor » (VEGF)
(Brissova, et al., 2006).

2.5.2.2.2 Activation du systeme du complément

2.5.2.2.2.1 Le systeme du complément

Le systeme du complément est une composante eedidlimmunité innée comprenant un
réseau de plus de 30 protéines seériques et deeswédulaire, dont les fonctions principales
sont la reconnaissance et I'élimination des migaoismes (Walport, 2001), I'élimination
des complexes immuns et des cellules apoptotiqdaaderson, et al., 2004) et la médiation
de l'inflammation (Guo & Ward, 2005). Le complémesdt également impliqué dans la
régulation des réponses immunitaires innée et atie@tCaroll, 2004).

L'activation du complément peut se produire a raw®is voies principales d'amplification :

la voie classique ; la voie alternative et la vdes lectinesKig. 1-26. L'initiation de ces
voies se fait par la liaison et I'activation denité de reconnaissance de chaque voie avec des

ligands spécifiques pour chaque voie (Walport, 2001
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Figure 2-26. Schéma des voies d'activation du congphent et de I'interaction entre les cellules et leascade de

coagulation avec le systeme du complément
(Ehrnthaller, et al., 2011)

» Lavoie classique

La voie classique est anticorps-dépendante et adujpriorsque les anticorps circulants se
lient & des agents pathogenes spécifiques. Erdplilactivation induite par les anticorps, une
activation anticorps-indépendante de la voie apssiest possible (Ehrnthaller, et al., 2011).
Il a été montré que des signaux de danger telsaquetéine C réactive, des protéines virales,
les protéinesp-amyloides, des polyanions (lipopolysaccharidestévans, I'ADN et de

I'ARN), des fragments mitochondriaux, des celluiésrotiques / apoptotiques et amyloides P

étaient capables d'induire la voie classique (Tl Holers, 2006).
= Lavoie alternative

L‘activation de la voie alternative du complémesit iedépendante de la liaison des anticorps
a des signaux de danger (Gasque, 2004; Gantdr, 20@7). L'activation constante de la voie
alternative est due a I'hydrolyse spontanée de &g} fortement réactif. Un contrdle par les

régulateurs du complément est donc nécessaireefisdd, et al., 1996). Les cellules saines
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sont capables par difféerents mécanismes de cordié@mepécher I'activation spontanée du C3
et de protéger I'néte d’une activation indésirahlecomplément.

= |a voie des lectines

L'activation des lectines a été moins étudiée. tivation s'effectue lorsque le mannose fixant
les lectines (« Mannose Binding Lectin », MBL) &ed des protéines de surface contenant du
mannose a la surface des pathogénes. En plustiealan établie de la voie des lectines par
MBL et les « MBL associated serine proteases » (M#Sil a été démontré que les ficolines
étaient également capables d'initier cette voiefaemant des complexes actifs avec les
MASPs. Les ficolines sont solubles comme les pnet®ide collagéne qui se lient a des
structures glucidiques présentes sur les microsgas et les cellules qui meurent activent
par conséquent le systeme immunitaire inné (MatsughFujita, 2001). L'impact de la voie
MBL doit étre completement élucidé. Il est sugggue son rbéle majeur a lieu pendant la
petite enfance et en particulier pendant la péraeéransition de 'immunité passive fournie
par les anticorps maternels jusqu’au développerentimmunité propre (Walport, 2001).

= Autres voies d’activations
En plus des voies établies, de nouvelles voiegiviion du complément ont été recemment
découvertes. En effet, de plus en plus d'interastientre le systeme de la coagulation et la
cascade du complément, ont été trouvées. La thramhas facteurs de coagulation Xa, Xla
et la plasmine sont capables d’induire I'activatthncomplément (Huber-Lang, et al., 2006;
Amara, et al., 2008). En outre, le facteur de ctamgun Xlla active la voie classique du
complément. L'interaction entre la voie des ledie¢ la cascade de la coagulation existe par
I'intermédiaire du complexe entre le facteur degedation VIII et le facteur von Willebrand
qui posseéde une activité lectine (Santizo, e8l09). Vice versa, les facteurs du complément
peuvent aussi interagir avec le systéme de la tatgu
L'activation du complément peut également existar pntermédiaire d’'une interaction
cellulaire directe. En effet, les cellules phagaggs (macrophages, granulocytes) sont
capables de cliver I'anaphylatoxine C5 en Cbha. l[vage est effectué par une sérine protéase
liée a la cellule qui est inductible chez les mpbeages alvéolaires, mais constitutivement

active chez les granulocytes (Huber-Lang, et aD22.
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» Le complexe d’'attaque membranaire

L'étape finale de toutes les voies d'activation lastformation du complexe d’attaque

membranaire (CAM). Contrairement aux trois voiesigmalisations différentes conduisant a
la formation de la convertase C5, seul le clivage @b en anaphylatoxine C5a etC5b
représente une étape enzymatique. Le reste de deadm représente seulement une
accumulation de protéines stables (Ehrnthalles).e011). La derniére étape est la formation
d'un pore transmembranaire stable d'un diametddmgstroms et la liaison de protéines de

10 a 15 protéines C9, qui génére une structuradmntjue Fig. 1-27).

Molécule C3a Molécute C5a
Cm C L
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Figure 2-27. Schéma du complexe d’attaque membrarnai

Le complexe d'attaque membranaire (CAM) avec ses sdivisions, et les deux récepteurs a 7 domaines

transmembranaires couplés aux protéines- G (C3aRe8aR) (Ehrnthaller, et al., 2011).

L’assemblage des pores peut conduire a un déda@guismotique du flux constant d'ions, de
petites molécules et d’eau le long de leur gradientoncentration, produisant ainsi la lyse de
la cellule cible (Dalmasso, et al., 1989). Il estnater que l'importance de ces pores
transmembranaires ne devrait pas étre surestimésye le blocage du CAM ne conduit qu'a
une légere augmentation de l'infection bactériepaeNeisseria (Walport, 2001). Les effets
en amont du systeme du complément, tels que ldiodagnaphylactique et lI'opsonisation,

semblent jouer un réle plus important (Gasque, 2004
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» Les effets du complément

Le complément est capable d'induire tous les siglessiques de l'inflammation, la douleur,
le gonflement des tissus, la rougeur, I'hyperthergtil’altération de la fonction.

Le principal effet du systeme du complément estlliction de la modulation de la cascade
enzymatique associée a un agent pathogene. Unadinge, la cascade du complément se
termine par la lyse de la cellule cible afin det@ger I'néte de l'infection. De plus, le systeme
du complément joue également des réles suppléemesniet essentiels tels que I'opsonisation
de I'agent pathogéne.

Vraisemblablement, la fonction la plus importantst €'induction d'une réaction
anaphylactique. Les produits d'activation C3a, €d&n particulier C5a sont de puissants
anaphylatoxines, capables d'induire la migratioa pleagocytes, la relaxation des muscles
lisses, la dégranulation des mastocytes et desulgytes basophiles et par conséquent
induisent la libération de substances vaso-actiess que I'histamine, les prostaglandines,
les kinines et la sérotonine (Ehrnthaller, et &011). Tous peuvent provoguer une
vasodilatation et la fuite capillaire et induire lération d'éicosanoides, de radicaux
d'oxygene et d’enzymes lysosomales par les celquesnt migré, et causent des dommages
aux pathogénes (Ehrnthaller, et al., 2011). llaeabter que le complément agit bien au-dela
de I' «inflammation », comme indiqué par son iat¢ion étroite avec la cascade de la
coagulation (Markiewski, et al., 2007), son implica dans la régulation de I'apoptose (Guo,
et al., 2000) et la croissance cellulaire (Markiwst al., 2008).

La présence de niveaux significatifs dimmunogloied -G, -M, et des fractions du
complément C4, C3, et C9 sur la surface des iliggére que Il'activation du complément est
meédiée par les immunoglobulines. Elle se produatlaivoie classique pour la formation de
complexe d’attaque membranaire (Tjernberg, et 2008). L’activation est également
provoquée par le processus de coagulation et peaitirthibée par des inhibiteurs de la
thrombine (Ozmen, et al.,, 2002). Cette activatimt provoquée par la libération de
chondroitine sulfate par les plaquettes activéesrat, et al., 2008).

D’autre part, les résultats cliniques de l'allosplantation d'ilots sont inversement corrélés
avec la présence d’anticorps préformés, tels qeaicorps dirigés contre un systeme
d’histocompatibilité étranger (Mohanakumar, et 2006). En outre, les auto-anticorps chez
les patients diabétigues de type 1 peuvent sealipr cellules R des flots et fixer le
complément (Radillo, et al., 1996). D’ailleurs, lgatients présentant des quantités élevées

d’auto-anticorps avant transplantation n'atteigngmas une normoglycémie post-
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transplantation (Noguchi, et al., 2006). Par conséy le role des anticorps circulants dans ce
processus inflammatoire ne peut étre exclu. Ldés da donneur et le receveur sont toujours
compatibles pour le groupe sanguin ABO, mais la matihilité pour le systeme

d’histocompatibilité est difficile, en particuliguand les donneurs sont multiples. L’absence
de tels anticorps pourrait permettre de minimisgpérte initiale des flots dans les premiéres

heures aprés transplantation.

2.5.2.2.3 Recrutement des cellules inflammatoires

2.5.2.2.3.1 Les cellules de l'inflammation

Le systeme immunitaire inné de I'homme est compieséiverses cellules du systeme

immunitaire : les neutrophiles, les monocytes stnt@acrophages, les mastocytes, les cellules
NK et les cellules dendritique&if. 1-32. Différents médiateurs solubles sont sécrétés par
ces cellules et le systeme du complément. Aing, a#lules et les médiateurs ensemble

forment un systéme de défense efficace.

&
4 o9 @ %D

Mastocyles Eosinophile Matural Killer Macrophage Mewtrophl|e Cellules
dendritigues

Figure 2-28. Les principaux types de cellules inflamatoires.

(Barnes, 2004; Raulet & Vance, 2006; Banchereau &afucka, 2005)

Par soucis de clarté, seuls les neutrophiles ehé&sophages seront abordés dans cette partie.
Le choix de la description de ces deux types ceties porte sur la participation active de ces
cellules dans la réaction inflammatoire étudiéeut&fmis malgré leur prédominance, les
granulocytes et les macrophages ne sont pas lessmilules impliquées dans ce processus.
En effet, les cellules NK, par leur abondance danfoie des rongeurs et des humains,

contribuent a l'inflammation précoce post-transgdéion (Ishiyama, et al., 2011).
= Les neutrophiles

Les neutrophiles sont la premiere ligne de défenmsaunitaire innée contre les maladies
infectieuses. Cependant, depuis leur découverteEparMetchnikoff, ils ont toujours été
considérés comme responsables de la destructiatisdes et donc a I'origine des dommages

générés par I'inflammation survenant au cours elitibns aigués. Toutefois, leur role faussé
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dans la réponse immunitaire pour diverses infestmntroubles inflammatoires a révélé leur
importance dans la régulation de la réponse imrainai{fKumar & Sharma, 2010).

Les neutrophiles ont une durée de vie plus couwréeles macrophages, et contrairement a ces
derniers, les neutrophiles sont libérés dans |Ig sans forme de cellules matures ou presque
dépourvues de potentiel prolifératif. Une estinmatie la production des neutrophiles dans la
moelle osseuse fait état d’un taux d'environ P>xclules par kilogramme de poids corporel
par jour produits en temps normal (Mary, 1985). Lgwnules cytoplasmiques des
neutrophiles sont produites séquentiellement auscale la maturation dans la moelle
osseuse, ce qui entraine une population hétératggeanules allant des granules azurophiles
produites a I'étape de promyélocytes aux granulesgélatinase produites a I'étape
métamyeélocyte et I'étape non segmentée (« Band>(elle taux de granules, la production
et le temps alloué a la maturation, et donc a gag#hdes granules, peuvent étre influencés par
les cytokines et les facteurs de croissance emsépa l'infection et inflammation (Chen, et
al., 2011).

Les polynucléaires neutrophiles circulants peuétr considérés comme des cellules qui ont
temporairement arrété leur développement, carilsamt pas attachés a une matrice et restent
fonctionnellement quiescents afin de ne pas obstlaemicrocirculation (Grommes &
Soehnlein, 2011). Les neutrophiles sont activésdjubs sont « attrapés » par les cellules
endothéliales activées au site d'inflammation etfmfection. Leur activation se poursuit au
cours de leur passage dans les tissus, ou ils pewaemmencer un nouveau cycle de
transcription de génes codant pour des modulatiuta réponse inflammatoire, tels qu’lL-8,
MIP-1a (CCL3) GRO-3 (CXCL2), « Vascular Endothelial Growkactor » VEGF et IL-113
(Theilgaard-Monch, et al., 2004).

La tension en oxygéne dans les tissus enflammésdiesinuée par l'cedéme et la
consommation d'oxygene due a l'activité de la NADBXydase des phagocytes qui
s'accumulent. La NADPH oxydase transfere des élestra partir de la NADPH
intracellulaire a I'oxygene moléculaire pour pradudes radicaux libres superoxyde. Ces
derniers peuvent étre produits dans les phagosomesl’extérieur de la cellule et peuvent
former spontanément du peroxyde d'hydrogene quit slidutres réactions pour générer
d'autres dérivés réactifs de I'oxygéne. L'hypomdit et stabilise des facteurs comme HiF-1
qgui est essentiel dans les phagocytes (Imtiyaz ®o8i 2010). Le facteur de transcription
NF-kB est un important activateur de Hll-&t vice-versa. Dans les neutrophiles, I'activation
de NF«B entraine la production d'oxyde nitrique par Raatton de I'oxyde nitrique synthase

inductible (iNOS) et la synthese et la libératianaytokines pro-inflammatoires comme I'IL-
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8, TNF, IL-6 et IL-13 (Li & al, 2002). Au site dfiection, I'activation de NkB peut étre
induite chez les neutrophiles par les Toll-Likeagteurs, les récepteurs du « Tumor Necrosis
Factor » (TNF-R) et de I'interleukine-113 (IL-1R)€kétrepen, et al., 2008).

= Les macrophages

Le systeme phagocytaire mononucléaire est prodais da moelle osseuse a partir d’'un
progéniteur commun (Doulatov, et al., 2010). Ldktas majoritaires de cette lignée sont les
macrophages et les cellules dendritiques, qui gantade nombreux récepteurs de surface
cellulaire communs, mais qui ont des activités fmmnelles spécifiques. Contrairement aux
neutrophiles, qui ont une courte durée de viegoddls macrophages est tres complexe. Elle
varie de quelques heures a quelgues années eiofodetla nature de la réponse immunitaire
(Geissmann, et al., 2010). Les macrophages tissslalifférenciés a partir de monocytes
circulants, se distinguent des cellules dendrisgpar I'expression de F4/80, CD11b et du
récepteur Fc. Les macrophages ont une activitéégiggique et catabolique, sont capables
d’'ingérer des pathogénes par phagocytose, d’élmies cellules mortes et les débris
cellulaires, et de remodeler les tissus aprésnégi@ordon & Taylor, 2005).

Les macrophages peuvent étre regroupés en soutapops selon leur emplacement
anatomique et de leur phénotype fonctionnel (Getlial., 2011). Les macrophages résidents
ou tissulaires comprennent les ostéoclastes (ashnitroglie (cerveau), les macrophages
alvéolaires (poumons), les histiocytes (tissu cociji interstitiel) et les cellules de Kupffer
(foie) (Fig. 1-29.

83



Les différentes populations de Phénotypes d’activation des
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Figure 2-29. Les différentes populations de macroplys et leurs phénotypes fonctionnels
(Galli, et al., 2011)

Il y a aussi beaucoup de sous-populations monoaineté phagocytaires dans la circulation
sanguine et dans la rate qui peuvent se difféereeaienacrophages (Gordon & Taylor, 2005).
Bien que leurs phénotypes et leurs noms varierdnsiur localisation anatomique, ils
agissent tous comme des macrophages et acquiggertagacités fonctionnelles similaires
lorsqu'ils sont stimulés de fagon appropriée (Kkuytzt al., 2005).

Etant donné que les marqueurs phénotypiques nastépe particulierement utiles pour
distinguer les nombreuses sous-populations de plaages, une approche plus utile a
consisté a définir les macrophages selon leuryitsifonctionnelles propres. Ainsi, une
classification des macrophages selon leurs phéestypnctionnels a été décrite. On y
retrouve entre autres les cellules activées clasgignt (macrophages M1, qui interviennent
dans la défense de I'hGte et I'immunité anti-tur@)rdes cellules activées alternativement
(macrophages M2; qui sont des suppresseurs eterdgld cicatrisation des plaies), les
macrophages régulateurs (qui sécrétent de I'loidrie-10), les macrophages associés a des
tumeurs (qui suppriment limmunité de la tumeur)letgroupe des cellules myéloides
suppressives (Myeloid-derived Suppressor cells odS® qui sont fonctionnellement
similaires aux macrophages associés aux tumeursyg®d & Edwards, 2008). Bien qu'il

existe des différences parmi les différents typesndcrophages M2 régulateurs, associés aux
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tumeurs et MdSC, chacune de ces populations a uct&vitéa essentiellement
immunosuppressive (Murray & Wynn, 2011). Par consét, les macrophages sont soit
capable dinduire la défense de [I'héte, limmunigdti-tumorale et les réponses
inflammatoires ; soit de supprimer ces fonctionst €onséquent, les macrophages peuvent
avoir un réle actif a la fois dans l'induction @trésolution des réponses immunitaires.

Les macrophages expriment une grande variété @ptedas a reconnaissance de motifs y
compris les TLRs, les récepteurs lectines de typdée€ récepteurs hélicases RLRs et les
récepteurs NLRs. Tous ces récepteurs reconnaidesrgignaux de danger liés a des agents
pathogenes, des substances étrangeres (par exémpléice et I'amiante), et des cellules
mortes ou mourantes (Gordon & Taylor, 2005). Cegpteurs ont tous un role important
dans l'activation de la réponse immunitaire innée.sont le signal déclencheur de la
phagocytose et de la destruction de particules@dras et des bactéries par la génération d'un
« Burst respiratoire », favorisant ainsi un phépetyM1-like. lls activent également la
signalisation par I'adaptateur MyD88 et régulenfolanation de l'inflammasome (Mosser &
Edwards, 2008) qui peut améliorer I'activité antimbienne des cellules M1 en stimulant la
production de cytokines telles que le TNF et I'lR-1

En plus de leur activité phagocytaire innée et k&g dans I'immunité antimicrobienne, les
macrophages sont aussi intimement impliqués darépkration des tissus (Wynn, 2010). Les
macrophages sont rapidement recrutés sur le site désion aprés la dégranulation des
plaquettes, ce qui peut refléter en partie la répates macrophages au facteur de croissance
dérivé des plaquettes (PDGF) (Uutela, et al.,, 20045 macrophages sont également
capables de sécréter une grande variété de cytokinde chimiokines, de métalloprotéases
matricielles et leurs inhibiteurs tissulaires, gagulent le recrutement des cellules et les
dépots des composants de la matrice extracelludaixesites de la Iésion (Wynn, 2004). Les
macrophages avec le phénotype M2-like régulent fdestions métaboliques importantes
(Odegaard & Chawla, 2011). Ces macrophages sonfitgnghar la signalisation via les
récepteurs PPAR-et maintiennent la fonction des adipocytes, |sigdité a l'insuline et la
tolérance au glucose, ce qui empéche le développeteeobésité induite par I'alimentation
(Odegaard, et al., 2007; Lumeng, et al., 2007) siAitobésité progresse, par le passage des
macrophages associés au tissu adipeux d'un phéngli®gike a un phénotype classique M1-
like avec une puissante activité pro-inflammat¢®eegaard & Chawla, 2011).
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2.5.2.2.3.2 IBMIR et cellules inflammatoires

Durant la premiére heure suivant la transplantatitots pancréatiques, l'utilisation de
plaquettes, I'activation de la coagulation et dmgl@ment sont suivies par linfiltration des
flots par les granulocytes neutrophiles CD1#&b les macrophages (Moberg, et al., 2005).
L’infiltration est une véritable composante d’'IBMIRQui est le résultat de multiples
interactions entre la coagulation, le complémente® cellules inflammatoires. En effet, les
plaquettes activées surexpriment a leur surfade-$electine, qui est le récepteur primaire
pour linteraction avec les neutrophiles et des oogtes (Contreras, et al., 2004). La
thrombine stimule les récepteurs activés par lesepses qui sont présents a la surface des
granulocytes et les monocytes, et leurs voies geakisation conduisant a la production
accrue de cytokines renforcées (Coughlin, 2000aubdé part, le TF, la fibrine et le
fibrinogene ont aussi une action directe sur lesrophages (Szaba & Smiley, 2002). En
outre, les cellules endothéliales portales activeesduisent le facteur d’activation
plaquettaire, qui est un facteur chimiotactiquespant des neutrophiles (Biancone, et al.,
2006). De plus, les produits d’activation du compdét, C3a et C5a, sont de puissants
chimio-attractants pour les neutrophiles et lesrotages (Bennet, et al., 1999). Dans un
modelein vitro, I'anti-coagulation prévient l'infiltration cellife des ilots (Ozmen, et al.,
2002).

Les procédures d'isolement exposent les 1lots atgss oxydant et mécanique, qui confere
aux Tlots un état pro-inflammatoire. lls exprimeabe grande variété de médiateurs
inflammatoires, y compris la chimiokine CCL2, I'll3, le TNFe, IFN-3, I'lL-6, et IL-8 (van
der Windt, et al., 2007). La production de CCL-2 &3 corrélation avec la survie du greffon
clinique (Piemonti, et al., 2002).

Les cytokines inflammatoires entrainent I'apoptdses cellules de I'llot, essentiellement par
les voies de signalisation du TNFHPileggi, et al., 2001) et la surexpression de (Eatan,

et al., 2001 ). Ces voies sont capables d'ind@p®ptose par l'intermédiaire de I'activation de
génes pro-apoptotiques régulés par #if-et |'activation des caspases (Cattan, et al.1 200
Contreras, et al., 2003). L'apoptose représentepartee substantielle de la perte initiale du
greffon (Emamaullee & Shapiro, 2006).

Enfin, les neutrophiles et les macrophages sontcdéisles présentatrices d’antigene. Par
conséquent, le recrutement des cellules inflammegtdavorise I'induction ou I'augmentation

de la réponse immunitaire adaptative.
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2.5.2.3 Stratégies développées pour limiter IBMIR

Les stratégies thérapeutiques développées pourelifBMIR sont basées soit sur le pré-

traitement des ilots avant transplantation, saitestraitement systémique du receveur.
2.5.2.3.1 Le prétraitement des ilots

L'expression accrue du TF dans les ilots en cufiarerapport a des ilots fraichement isolés,
souligne I'avantage que procurent les conditionsudtire sur les niveaux de TF (Takahashi,
et al., 2009). Afin de réduire leur phénotype inffaatoire, des ilots humains ont été cultivés
en présence de nicotinamide qui a un effet faverabr I'expression intracellulaire TF et
CCL-2 (Moberg, et al., 2003).

L’ al-antitrypsine est un anti-inflammatoire natureh, imhibiteur de protéase majeure qui
inhibe l'activité enzymatique de I'élastase destnoghiles et de la thrombinén vitro, la
présence dil-antitrypsine protége les flots de souris corgeedffets des cytokines, IL-113 et
I'lFN-8, en conférant aux ilots une protection contredf@pse, une réduction de 40% de la
production d'oxyde nitrique, et une diminution @edroduction de TNIle- (Lewis, et al.,
2005). De plus, l'administrationl-antitrypsine améliore la survie des filots, etuibhda
tolérance immunitaire du greffon chez la sourisiisg et al., 2008; Zhang, et al., 2007).

L’ajout de molécules anti-oxydantes dans le mitieuculture permet de limiter la production
des radicaux oxygénés et réduit le statut inflaromatdes ilots (Bottino, et al., 2004,
Marzorati, et al., 2006). La transplantation d$lpiréalablement traités avec des antioxydants
chez la souris, permet de restaurer la normoglye@wec une masse réduite d'flots (Bottino,
et al., 2002). Les effets bénéfiques de 'heme érgge-1 peuvent étre obtenus en traitant les
flots avec des protoporphyrines ou du monoxyde debome. L’induction de I'heme
oxygénase-1 permet de prolonger la survie du greffo 100 jours) lorsque les filots sont
transplantés dans la capsule rénale de souris (VMéaat), 2005; Pileggi, et al., 2001). L’héme
oxygénase-1 réduit la production de cytokines igfiltration des macrophages durant la

période péri-transplantatoire (Wang, et al., 2006).

D'autres stratégies ciblant 'amélioration de lapatibilité sang-ilots visent a recouvrir les
flots avec des macromolécules. La conjugaison dtExes macromoléculaires d’héparine a
la surface cellulaire est une de ces stratégiepraecde est basé sur de la double affinité de
l'avidine a la fois pour la biotine et I'néparin€afric, et al., 2008). La couche d’héparine

offre une véritable protection contre IBMIR, a laisfin vitro et dans un modele porcin
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allogénique de transplantation d'ilots (Cabri@let2007). Le revétement peut également étre
utilisé pour lier des facteurs de croissance ayaet forte affinité pour I'héparine avant la
transplantation dans le but d'améliorer I'angiogengt I'implantation du greffon (Cabric, et
al., 2010).

Une autre méthode avancée pour l'ingénierie dacaides ilots a été mise au point, a savoir
le recouvrement des filots avec du polyéthyléne ajlyPEG) (Xie, et al., 2005). Cette
technique permet d’améliorer la survie du greffommiédiatement aprés la transplantation
intraportale chez des souris avec un diabete inphitstreptozotocine (Teramura & lwata,
2009). La survie du greffon est significativemenlpngée dans le foie des souris
diabétigues. Cette technique est également utilE®& conjuguer des protéines et des
cellules a la surface des ilots. Par exemple,dinese, la thrombomoduline, et le récepteur 1
soluble du complément (« soluble complement recepto; SCR1) ont été lies a la surface
des flots en utilisant soit le greffage de maléamidSH soit I'hybridation de I'ADN
(Teramura & Iwata, 2011; Luan, et al., 2011; Chatnal., 2011; Teramura, et al., 2010). Le
PEG a également été conjugué avec sCR1 suiviehgpaline, qui a une affinité pour sCR1.
Le traitement de surface sCR1/heparine a été rgqmetegénérer une multicouche (Luan, et
al., 2011). Néanmoins, bien que cette approchdrssitintéressante, il est difficile de prévoir
comment le polyéthyléne glycol peut protéger letsiles molécules proinflammatoires telles

gue des cytokines et des radicaux d'oxygene.
2.5.2.3.2 Le traitement du receveur

En pratiqgue courante, les ilots sont transplan#&s an milieu hépariné pour empécher la
coagulation. Dans des étudesvitro, la substitutionn vitro de I'héparine par du sulfate de
dextran de bas poids moléculaire bloque IBMIR (dskan, et al., 2006). La substitution de
I'hnéparine par du pentosan a également démontigenéfice en défavorisant le recrutement
des macrophagen vitro par piégage des chimiokines secrétées par les(Bagsist, et al.,
2004). Des étudeis vivo ont montré que le sulfate de dextran de bas puoilgculaire est
bien toléré par les humains et induit 'augmentatile la sécrétion d’ « hepatocyte growth
factor » qui est protecteur pour I'llot (Schmidtak, 2008).

Un autre anticoagulant, le N-acystelyne, un dém la N-acétylcystéine, empéche la
coagulation induite par I'llan vitro (Beuneu, et al., 2007). De plus, il posséde degrigteés
anti-inflammatoires et anti-oxydantes qui peuverdg étiles pour l'inhibition d'IBMIR.

Une autre cible stratégique est le TF. La fonctthn TF est inhibée par des anticorps

monoclonaux et le facteur Vlla inactivé (Moberg, att, 2002) par des petits inhibiteurs

88



moléculaires du site actif (Johansson, et al., p0ftsdes siRNA (Ji, et al., 2011). Le résultat
est une atténuation d’'IBMIk vitro. D’autres études ont montré qu’un anticorps mayraall
anti-TF (CNTO859) diminue les marqueurs de la ctagn apres transplantation et
prolonge la fonction du greffon chez un modéle pten (Berman, et al., 2007).
Malheureusement, la quantité d'anticorps n'étast qudfisante pour supprimer totalement la
génération d’'IBMIR lors de la transplantation comhmdique les niveaux élevés de TAT
(Berman, et al., 2007).

En plus de l'inhibition directe de TF, linhibitiodu systeme de la coagulation avec le
mélagatran (inhibiteur de la thrombine) (Ozmenalkt 2002) inhibe IBMIRIn vitro. La
protéine C activée (« Activated protein C », APG} ane enzyme anticoagulante qui a
eégalement des propriétés anti-inflammatoires eiraguptotiques. L'administration d’APC
réduit la perte des ilots apres transplantatiorajartale chez des souris diabétiques. Elle
induit aussi une réduction significative de la tétén de cytokines pro-inflammatoires apres
exposition des cellules hépatiques endothélialdssailots (Contreras, et al., 2004). D’autres
études ont démontré qu'un inhibiteur plaquettairgi{GPIlb / llla) peut agir en synergie avec
APC pour inhiber IBMIR dans un modétevitro (Akima, et al., 2009).

La thrombomoduline joue un réle important dans ifaithtion de la coagulation et des
événements inflammatoires a travers une variéféetbe y compris comme un cofacteur de la
thrombine pour cliver la protéine C de APC. Sa nstitution sous forme liposomale a permis
d’améliorer la prise de greffe d'lots syngénigwses atténuant ou en abrogeant IBMIR.
L'administration de thrombomoduline améliore sigmifivement la prise de greffe
allogénique et syngénique apres la transplantatidraportale d’ilots chez des souris
diabétiques. Le dépbt de fibrine, l'infiltration deutrophiles, I'expression des ARNm du
TNFa et de I'lL-3, et de I'activité de NEB ont tous été significativement réduits dans le fo
des receveurs dilots de Langerhans qui avaienttetiées avec la thrombomoduline
liposomale (Cui, et al., 2010; Cui, et al., 2009).
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3 OBIECTIFS

Comme évoqué précédemment, IBMIR est une réactioomibotique / inflammatoire a
I'origine de la faible implantation des filots trafentés. Actuellement, I'aspect thrombotique
de cette réaction est le plus investigué au dénirde I'aspect inflammatoire.

En effet, le principal modéle d’étude vitro d'IBMIR est le « tubing loops model ». Bien que
ce modele d’étude soit largement reconnu comme ntiragec précision IBMIR, il fait
'impasse sur de nombreuses composantes d'IBMIRefet, I'endothélium vasculaire et
I'environnement hépatique sont totalement excluscdesysteme. De plus, ce modele
allogénique devrait étre syngénique afin de s’affrir des réactions de rejet. De toute
évidence, il parait impossible de conclure surdact d’'IBMIR sans la mise en place d’un

modéelein vivofaisant la démonstration d’une perte importantgmdifon.

bY

D’autre part, le greffon est soumis a un stresssicgmable au cours des procédures de
prélevement et de transport auxquelles s’ajoutsnplocédures d'isolement et la culture des
flots qui génerent une hypoxie. Toutefois, I'impdetces procédures préimplantatoires sur les

processus inflammatoires précoces apres transpanthoit étre précisé.

Ainsi, I'objectif général de ce travail de thése esgl’identifier précisément les mécanismes
cellulaires et moléculaires a 'origine de la pertgrécoce des ilots et de déterminer des
cibles thérapeutiques pour limiter ces réactions iftammatoires. Les objectifs spécifiques
sont : 1) tout d’abord de comprendre le rble de bt pancréatique dans ce processus
inflammatoire in vitro 2) de préciser ces réactions inflammatoires dansnumodeéle
animal de transplantationin situ par I'étude de marqueurs tissulaires et systémiques)
de développer des outils thérapeutiques pour prévarces réactions inflammatoires.

Une meilleure compréhension dIBMIR permettra de déelopper de nouveaux
traitements pour prévenir et/ou limiter cette réacton inflammatoire, en vue d’améliorer

la transplantation d’ilots pancréatiques.
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4 MATERIELS ET METHODES
4.1 Modeéles d’étude

4.1.1 Lalignée cellulaire RINM5F

La lignée cellulaire RINm5FHg. 3-1) (LGC promochem, Molsheim, France) est un clone
obtenu a partir de cellules d'insulinome de rats loellules sont cultivées en présence de
milieu RPMI-1640 supplémenté avec 10 % de Sérundedri Foetal (SVF ; Lonza, Verviers,
Belgique) et 1% de solution d’antibiotique/antimiigae (AB/AM ; Gibco®, Sigma-Aldrich,
Saint Quentin Fallavier, France). Les cellules étét utilisées pour réaliser une gamme de
concentration afin de déterminer la concentratiepidtoporphyrine a utiliser

Figure 4-1. Photographie en microscopie en contrastde phase de la lignée cellulaire RINm5F (x 400).

4.1.2 Les macrophages péritonéaux

Les macrophages sont activés et isolés chez de$\liastar males d’environ 300 g (Elevage
Depré, St Doulchar, France). Pour cela, une pét@ahimique est induite par injection intra-
péritonéale de 10 ml d’'une solution de thioglyoeléBigma-Aldrich) a 3%. Le prélévement
est réalisé 72 heures aprés l'injection. L'animstl @anesthésié par l'injection intrapéritonéale
d'un mélange Kétamine (ImalgéheMerial, Lyon, France) / Xylazine 2% (RomgyrBayer,
Puteaux, France) a raison de 100100 g de poids corporel puis décapité pour une
exsanguination totale. Les cellules péritonéales epsuite prélevées, aprés laparotomie, par
des lavages péritonéaux successifs avec 50 ml Rleosphate Buffered Saline » (PBS;
Sigma-Aldrich) contenant 1% d’AB/AM.

Aprés recueil des cellules péritonéales, ces damigont centrifugées 5 minutes a 400 x g et
reprises dans le volume requis de milieu M199 fmpphté (Sigma-Aldrich) avec 10% de
SVF et 1% d’AB/AM. Puis, apres 4H d’adhésion, lefudes non adhérentes sont éliminées
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par remplacement du milieu de culture. Ainsi la onég (90%) des cellules adhérentes

résiduelles sont des macrophages (Zhang, et &8)20

4.1.3 Lesilots pancréatiques de Rat

Les rats utilisés ont un poids corporel variante200 et 250 g. Pour les étudesitro, les
rats utilisés pour les isolements d'ilots pancogets sont des rats Wistar. Pour les étuiles
vivo les Tlots pancréatiques sont isolés a partir telrawis syngéniques (Elevage Janvier, Le
Genest Saint Isle, France).

Les rats sont anesthésiés par linjection intrapgéale d'un mélange Kétamine / Xylazine
2% a raison de 100i/100 g de poids corporel. Aprés laparotomie, lagpéas est dégagé, le
canal cholédoque est ligaturé a I'embouchure dumdéet cathétérisé a I'embouchure
hépatique. Dix ml de collagénase de Clostridiuniohyicum (type Xl, Sigma-Aldrich) sont
injectés dans le pancréas et I'animal est sag#i€ exsanguination pour le préléevement de
'organe Fig. 3-2. Les pancréas (soit 2 par tube) sont conservésCadans 7,5 ml de
solution de perfusion (0,035% de bicarbonate déusodSigma-Aldrich), 2,35 mmol} de
chlorure de calcium (Sigma-Aldrich), 0,025 mmbld’'HEPES (Fisher, llikirch, France)
dilués dans de I'HBSS).
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Figure 4-2. Prélévement d'un pancréas de Rat.

a- Anesthésie du rat, b-Laparotomie, c- Ligature du canal cholédoque a I'embouchure duodénal c- Incision du
canal cholédoque, etnsertion du cathéter dans le canal cholédoque- Fixation du cathéter dans le canal cholédoqu
a I'embouchure hépatique, ginjection de la collagénase, - Pancréas dilaté, iLibération du pancréas au niveau de la
rate, j- Libération du pancréas au niveau du duodénum, - Libération du pancréas au niveau de Intestin, |- Pancréas
prélevé (Clichés du laboratoire).

Les pancréas sont ensuiligérés sous agitation a 37°C au bain marie perfdantinutes. Lz
digestion est stoppée avec ml de milieude ringcage a 4°C (milieu M1 supplémenté avec
10% de ¥F décomplémenté et 1% AB/A). Le digestat obtenu est filtré ravers un tamis
(porosité de 50@m, SigmaAldrich), rincé avec le milieu de ringcage puis stré dans de
tubes de 200 ml (DutscheéBrumath, Franc). Le filtrat est centrifugé a 4°C pendant 1 mir
a 300 xg. Les culots sont suspendus dans du mile rincage, transfés dans un tube a
centrifuger de 50 et centrifugés a 4°C pendant 1 minute a 30(
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Le surnageant est éliminé et les ilots sont sépduéissu exocrine a l'aide d’'un gradient
discontinu de ficoll (FicofPM 400, Dutscher), préparé au laboratoire et comstile 3
densités (1,110 - 1,096 - 1,069) auxquelles serpape 5 ml de PBS. Ce gradient est
centrifugé pendant 4 minutes a 30 x g sans acté@knai frein et 12 minutes a 800 x g. Le
gradient est alors constitué de 4 phases : la it@jbes flots se concentre dans les phases 1 et
2, la 3~phase a une pureté en filots estimée a 20%:dphése et le culot contiennent
essentiellement du tissu exocrine. Enfin, les phaset 2 sont lavées 3 fois avec du milieu de
rincage par centrifugation (1 minute a 300 x gh afiéliminer le ficoll. Les flots sont ensuite
mis en culture dans la quantité nécessaire deuli99 supplémenté avec 10% de SVF et
5% d’AB/AM.

4.1.4 Les traitements chimiques et pharmacologiques

Afin de comprendre et d’analyser les mécanismedulagks intervenant dans le
développement du processus inflammatoire étudiersits molécules agissant sur les voies

impliquées ou potentiellement impliquées ont étiésaes.
4.1.4.1 Inhibiteur de la voie PI3K/Akt

La rapamycine ou Sirolimus §@&4,9NO;3) est un lactone macrocyclique lipophilique. Son

principe actif est isolé a partir du myceélium d'useuche de Streptomyces hygroscopicus
(Fig. 3-3 HO,,

CH, CH,
Figure 4-3. Formule structurale de la molécule dealrapamycine (Sirolimus).

Source : http : http://www.pfizer.com

Elle inhibe la voie de signalisation mitogéniqud®hosphatidylinositol 3-kinases /Akt »
(PI3K/Akt), commune a une grande variété de typeltulaires, en interagissant avec la
protéine mTOR. Elle agit sous forme complexée awee immunophiline : FK binding

protein-12 (FKBP12). Le complexe Rapamycine-FKBRE2fixe directement sur sa cible
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moléculaire, mTOR, et bloque ses fonctions. Endant mTOR nonfonctionnel, la
rapamycine induit I'inhibition de la voie de transtion médiée par mTOR, conduisant el
autres a l'arrét du cycle cellulaire en phase Gis de nombreux types cellulail. Bien que
la rapamycine ne cible qu'un seul acteur cellulaire,QRT son spectre d’action est lar
Tous les traitements effectués avec de la Rapamysmmt réalise a partir d'une solutiol
buveble de rapamycine a 1 nml (Rapamune®Weyth Pharmaceutical, Blois, Fr®). Les

dilutions sont réaliséadirectemendans le milieu de culture.
4.1.4.2 Activateur de HO-1

La protoporphyrine 1X de cobaltCsH3,CoN,O4Cl; CoPP, SigmeAldrich) est une
métalloporphyrine Kig. 3-4) qui agit comme activateur de I'HO-1. lraolécule est dissoute
dans du NaOH 0,1 mot] etdiluée au ¥ dans du PBS sans’@&Mg?*. Le pH de la solutio
finale est ajusté & 7,4 et la solution est stéglipar filtration. Les dilution(100pumol.I') sont

réalisées directement dans le milieu de cul

o  HsC CHs

H3C

H.C

Figure 4-4. Formule structurale de la protoporphyrine 1X de cobalt.

Source : http://www.sigmaaldrich.com
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4.1.4.3 |Inhibiteurs de la voie TLRs
¢ Inhibiteur de TLR-4

CLI-095 (GsH1/CIFNQ,S ; InvivoGen, Toulouse, France), aussi connu $eusom TAK-
242, est un dérivé du cyclohexéne qui supprime ispeéement la signalisation cellulaire
TLR4 dépendante et inhibe la production de monoxydezote et de cytokines pro-
inflammatoires (li, et al., 2006}(g.3-5). Il agit en bloquant les voies de signalisati@n e
domaine intracellulaire de TLR4, mais pas le domaaxtracellulaire. Il supprime donc
potentiellement I'activation de TLR4 ligand-dépenttaet indépendante (Kawamoto & al,
2008).

0
O
O/’S “NH
L ¢l
i
F

Figure 4-5. Formule structurale de CLI-095.

Source : http://www.invivogen.com/

CLI-095 est dilué (1 mg/ml) dans du « diméthylsuifde » (DMSO, Sigma-Aldrich) et les
cellules sont traitées avequnole.I* de CLI-095 dilué dans le milieu de culture (Gueget
al., 2011).

¢ |nhibiteur TLR-2 et TLR-4

OxPAPC est généré par loxydation de la 1-palmiBsgrachidonyl-sn-glycéro-3-
phosphorylcholine (PAPC), qui aboutit a un meéladgehospholipides oxydés contenant soit
la longueur complete ou fragmentée oxygénée srs2étedus Kig. 3-6). OXPAPC inhibe la
signalisation induite par lipopeptide bactérienrielee LPS. Il agit en bloguant ainsi la
signalisation de TLR2 et TLR4 par compétition aveol1l4, LBP et MD2, les protéines

accessoires qui interagissent avec les lipideghants (von Schlieffen, et al., 2009; Erridge,
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et al., 2008). OxPAPc estldé dans<le milieu de culture (Img/ml) et le=llules sont traitée
avec 30 pg/ml d’OxPAPdilué dans le milieu de cult. (Guerra, et al., 201.

O
(@)

Formule chimique : C,,Hz,NO,,P

Figure 4-6. Formulesstructurales des différents phospholipides composarma moléculeOxPAPCc.

Source : http://www.invivogen.com

4.2 Etude in vitro de I’activité cellulaire

4.2.1 Test aux sels de Tétrazolium (MTS)

L’étude de lactivité mitochondria cellulaire est réalisée en présence de Cell196"
AQueous one (Promega, Charbonnieres les Bainsc@&xalh s’agit d’'un test colorimétrigt
dont le principe repose sur la réduction des selgttazolium en formazan par la succi
tétrazolium réductase cellulaire témoin de I'a¢céwiellulaire. la réduction se traduit par u
réaction colorimétrique proportionnelle pourcentage d’activité mitochondri par rapport a
un contréle de cellules non traitées. La lecturdaddensité optique se fait a | longueur

d’onde de 48 nm. Le pourcenta: d’activité mitochondrialeen fonction des traitements,
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déterminé par le ratio entre la densité optique aidisiles traitées et la densité optique des
cellules contrdle. Brievement, 30 000 (RINm5f) d0D00 (macrophages) cellules diluées
dans 200 pl de milieu de culture sont répartiess das puits d’une plague 96 puits traitée
(Dutscher). Elles sont incubées a 37°C en atmosphemide et enrichie de 5% de £0O
pendant toute la nuit afin de les laisser adhé&bkaque puits est ensuite lavé avec du PBS et
les cellules sont incubées avec 10@le milieu de culture + 20l de Cell Titer® pendant 2
heures. La réduction des sels de tétrazolium eppét et induit un changement de couleur
mesuré avec un spectrophotomeétre a une longuendel’de 490 nm. La quantité de sels
réduits varie directement en fonction de l'activitéochondriale des cellules testées. Ainsi,
I'absorbance a 490 nm est une mesure indirecte’adgivité mitochondriale. L’activité
mitochondriale est testée selon differents tempgcdbation et avec différentes
concentrations de molécules a tester. Les résudtais exprimés en pourcentage d'activité

mitochondriale par rapport aux conditions contr@lass traitement.
4.2.2 L'apoptose cellulaire

Lors de la mort cellulaire programmée (apoptoseursfie ou induite par traitement
pharmacologique), les cellules compactent leur rehtintracellulaire en formant des corps
apoptotiques qui conservent I'intégrité de ce gutbntiennent. Une des caractéristiques
moléculaires de ce type de mort est le passageptiaapholipide membranaire de la surface
interne de la cellule a sa surface externe, ilis@g flip-flop phospholipidique réalisé par la
phosphatidyl sérine. Il est ainsi possible d’idiégrtice type de mort cellulaire en ciblant ce
phospholipide qui est désormais disponible a l&asarcellulaire.

La cytométrie en flux est une méthode permettantisigaliser I'apoptose : elle est basée sur
la détection de cellules marquées grace a desldsks permet également une quantification
des cellules ayant subi différents marquages payord au nhombre de cellules totales. Ces
expériences ont été réalisées a la faculté de @udend’lllkirch sur un FACScan (EasyCyte,
Millipore, Molsheim, France) avec l'aide du Dr. CBuller. Un double marquage Annexine
V [ iodure de propidium permet de distinguer I'afpge de la nécrose et de quantifier ces
deux phénomeénes. L’'annexine V marque la phosphséidge qui se transloque sur le
feuillet externe de la membrane lors de I'apoptb&edure de propidium est, quant a lui, un
intercalant de I'ADN et permet de visualiser 'ADNes cellules nécrotiques dont les
membranes plasmiques se sont rompues.

D’un point de vue méthodologique, les cellules (rmpbhages) sont ensemencées en plaque

96 puits a raison de 150 000 cellules par puithi@ibées avec ou sans traitement durant
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24H. Les macrophages sont ensuite récupérés, dvearqués avec de I'annexine V-FITC
(BD Pharmingen™, Le Pont de Claix, France) assoaus de liodure de propidium (P,
Sigma). L’'analyse est réalisée a l'aide du logiGelava Express Pro Software (Millipore).
Les cellules apoptotiques sont exprimées selondergentage de cellules annexine V
positives. Les cellules vivantes sont expriméesmerte pourcentage de cellules annexine V

négatives dans la population de cellules non marquéodure de propidium.
4.2.3 La viabilité des ilots pancréatiques

Le marquage a la Fluorescéine Diacétate (FDA, Sigideach) couplée avec de I'lodure de
Propidium (PI, Sigma-Aldrich) est une méthode deffimétrie rapide pour évaluer I'intégrité
des ilots pancréatiques. Apres avoir diffusé aemrmya membrane plasmique, la FDA (ester
non polaire) est hydrolysée par les estérasexalitudaires. L’hydrolyse de la FDA conduit a
la synthése de fluorescéine polaire qui reste néafia l'intérieur des cellules avec une
membrane plasmique intacte. Ainsi, les cellulesanies apparaissent avec une fluorescence
verte détectable par microscopie a fluorescendedure de propidium, quant a lui, traverse
uniquement les membranes des cellules mortes ovam@s. A I'intérieur de la cellule, le PI
se fixe aux acides nucléiques qui apparaissentitereeec une fluorescence rouge. Ainsi, la
FDA (0,67pumol ) utilisée simultanément avec le Pl (4 umbllrend possible la
différenciation entre les cellules viables et leflutes non-viables. La viabilité des filots
pancréatiques est estimée de facon empirique émagstvisuellement le pourcentage de
cellules viables au pourtour de I'llot par rapmitensemble des cellules visibles de ce méme
flot. Cette estimation, subjective, ne donne ausmseignement sur la viabilité des cellules

au centre de I'llot. L’'estimation est reproduite sne dizaine d’flots pour chaque condition.

4.3 Etude in vitro de la fonctionnalité des ilots

La fonctionnalité des flots pancréatiques est @ela I'aide d'un test de stimulation au
glucose. Ce test permet d’évaluer la quantité dline secrétée par les ilots pancréatiques
apres leur stimulation avec une solution riche leeage. En pratique, 10 ilots pancréatiques
sont prélevés et placés dans 4 ml de solution &ggakb’s Ringer avec 2,5 mmét.lde
glucose) pendant 1 heure a 37°C. Les cellules sosiite incubées dans 4 ml de solution
basale pendant 1 heure 30 minutes a 37°C. Le sana@st alors prélevé et les flots sont
incubés dans 4 ml de solution stimulée (Kreb’s Rirgvec 25 mmoll de glucose). Aprés 1
heure 30 minutes d’incubation a 37°C, le surnageanprélevé. L'insuline présente dans les

surnageants préleveés est ensuite dosée afin deacema quantité d’'insuline secrétée par les
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flots en condition basale et stimulée. Le dosagd’idsuline se fait a l'aide d'un test
immunoenzymatique (Voir chapitre 3.9.1.6). (Dosd@mzyme Linked Immunosorbent
Assay” (ELISA)): Mercodia Rat insulin Elisa (Enzymlanked Immunosorbent Assay,
Mercodia, Uppsala, Suede) suivant les recommandatia fournisseur. La fonctionnalité des
flots est exprimée en index de stimulation :

Quantité d'insulin@sPcrété? fn condition stimulénl
Quantité d'InsulinP sPcrété? Zh condition basalf

Index de stimulation =

4.4 Etude in vitro de la migration cellulaire

L’étude du chimiotactisme est réalisée a I'aidend’.chambre de Boyden modifiée dont le
principe repose sur la migration cellulaire indyite la présence d’un gradient chimiotactique
entre deux compartiments. La chambre de Boydenoaesposée de deux chambres séparées
par un filtre a travers lequel les cellules migrent

Un insert (Dutscher) avec une membrane de polyocateod’'une porosité de 8 um est placé
dans chaque puits d’'une plague 24 puits (Dutsheg.macrophages sont ensuite placés dans
le compartiment du haut a raison de 500 000 maeaggx par insert dilués dans 250 pl de
milieu M199 en présence d’un traitement ou pascdmpartiment du bas contient 900 ul de
solution chimiotactique a testér. Le formyl-Met-LBhe (fMLP ; Sigma), reconnu pour son
fort pouvoir chimioattractant, est utilisé commet6le positif de migration. Le fMLP est un
tripeptide de synthése, analogue de produits daboésme bactérien. Le milieu M199 est
utilisé comme contréle négatif de la migration noptragique.

Aprés 4 heures d’incubation & 37°C en atmosphéraidai enrichie de 5% de GQle
chimiotactisme est évalué aprés fixation et colomat(Diff-Quick®, Dade Behring,
Courbevoie, France) des macrophages accolés andmaee du c6té extérieur de l'insert.
Apres séchage a température ambiante, s’ensuitdaoeloration a I'acide chlorhydrique
(VWR, Strasbourg, France) a 0,1 mdl.La lecture se fait par spectrophotométrie & 6095 n

Le chimiotactisme est évalué par le calcul de Bxde migration :

DO macrophages attirés par le surnageant + traitement

Index de migration =
g DO macrophages attirés par le milieu de culture seul

4.5 Dosage de la capacité antioxydante totale

La méthode « 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazebrsulphonic acid » (ABTS) utilisée joue
sur le transfert I'électron singulet utilisé pars lantioxydants pour réduire les radicaux
primaires (anion superoxyde {D..etc). Ainsi, ce test est basé sur la capacitén d'u
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antioxydant a stabiliser le radical cationique ABT& coloration bleue-verte en le
transformant en ABTS incolore, par piégeage dun proton par I'antioxydatne
comparaison est faite avec la capacité de I'« aleydlroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-
carboxylique » (Trolox, analogue structural hydiabte de la vitamine E) & capturer ABTS

La décroissance de I'absorbance induite par I'agtiant reflete la capacité de capture du
radical libre. La capacité antioxydante, expriméaeéquivalent Trolox (TEAC), correspond
donc a la concentration de Trolox ayant la mémevigetque la substance a tester. Cette
méthode permet de fournir une évaluation indépaedansimultanée des molécules de bas
poids moléculaire et des protéines antioxydantésgmtes dans des échantillons biologiques
(Romay, et al., 1996; Lewinska, et al., 2007).

En pratique, la solution d’ABTS (7 mmét.d’ABTS (VWR), 2,5 mmol.f de Persulfate de
Potassium dilué dans de I'eau bidistillée) est arép afin d’avoir une DO a 734 nm égale a
0,7. Puis 2 pl d’échantillon dilué au ¥2 avec du RBBBt testés en présence de 200 pl d’ATBS
le plus rapidement possible. La capacité antioxielast évaluée par la lecture de la DO a
734 nm apres 4 min d’incubation et par comparaésdm gamme de Trolox (Sigma-Aldich).

Le résultat est donné en mmdld'équivalent Trolox.

4.6 Dosage des endotoxines

Le principe de ce test repose sur l'utilisationlydat d'’Amaebocytes de Limule (LAL). La
détection des endotoxines via le lysat d'’Amceboaygekimule vient d'une observation faite
par Bang en 1956 (Bang, 1956). Les endotoxinesthanhes catalysent l'activation d'une
pro-enzyme présente dans le LAL. Le taux initiahctivation est déterminé par la
concentration d'endotoxine présente. L'enzyme éetbatalyse la scission de la p-nitroaniline
(PNA) a partir du substrat incolore. La pNA libérést mesurée par spectrophotométrie a
405-410 nm et la réaction est arrétée avec ungicolstop. La corrélation entre I'absorbance
et la concentration d'endotoxine est linéaire dams gamme s’étalant de 0,1 a 1,0 UE / ml.
La concentration d'endotoxine dans un échantilleh @alculée a partir des valeurs
d'absorbance de solutions contenant des quantitéaies d'endotoxine.

En pratique, 50 pl d’échantillon a tester sontangés avec 50 ul LAL et incubés a 37°C
pendant 10 min. Cent pl de substrat chromogénique snsuite ajoutés au mélange
échantillon-LAL. Apres 6 minutes d’incubation su@mplentaires a 37°C (x 1°C), la réaction
est arrétée avec 100 pl d'acide acétique a 25%. timdeur jaune se développe si

I'échantillon présente des endotoxines. La DO pribgonelle a la quantité d'endotoxines
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présentes est déterminée par spectrophotométne dongueur d’'onde de 405-410 nm. La
concentration d'endotoxine peut étre calculée tirgbune courbe standard en UE / ml.

4.7 Etude de I’expression des ARNs

4.7.1 Extraction des ARNs

L’ARN total est extrait des cellules en culture’@de du Kit RNeasy Plus Mini (Qiagen,
Courtaboeuf, France) selon le protocole définilpdournisseur. Le tampon RLT plus est une
solution mono-phasique de phénol et d’isothiocyart guanidine qui permet de lyser les
cellules et de dissoudre les composants cellularesen préservant l'intégrité des ARNS.
Brievement, les cellules sont lysées dans 350 pthogon RLT plus. Le lysat est ensuite
homogénéisé a I'aide d’une seringue munie d’'uneileg20-gauge (Terunfy Dutscher) afin

de réduire la viscosité et donc de favoriser latfon de 'ARN dans la colonne d’extraction.
Le lysat est transféré dans une premiére colonoerdtifugé a 8000 x g pendant 30 secondes
afin d’éliminer 'ADN génomique. Puis, les ARNs d¢enus dans le filtrat sont précipités par
addition de 350 ul d’éthanol 70%. Le mélange estsféré dans une deuxieme colonne qui
retient ’ARN puis centrifugé a 8000 x g pendantsEsondes. Puis la colonne est lavée avec
700 pl de tampon RW1 et centrifugée a 8000 x g aeind5 secondes. La colonne est de
nouveau lavée deux fois avec 500 pl de tampon RiEgentrifugée a 8000 x g pendant 15
secondes et pendant 2 minutes pour le dernier éavaign de s’assurer de I'élimination de
tous les tampons de lavage utilisés, la colonneastrifugée seule a 20 000 x g pendant 1
minute. Enfin, 'ARN est élué avec 30 ul d'eau ARJdafree. Les concentrations sont
déterminées par densité optique a 260 nm et ladgpdes échantillons d’ARN est calculée par
le rapport des densités optiques a 260 et 280 nmrapport égal ou supérieur a 1,8 indique

I'absence de contamination de la préparation d’ARNles protéines.
4.7.2 Transcription inverse des ARNs

L’obtention d’ADNc totaux est réalisée par trangtian inverse (RT) sur 1 ug ou 500 ng
d’ARN total & l'aide du kit « RT First Strand Kit » (SABiosciences™, Qiagen) sutvias
instructions du fabricant. Une double précautianpeise afin d’éliminer TADN génomique,
les ARNs son incubés pendant 5 min a 42°C avec @eptampon d’élimination d’ADN
génomique dans un volume final de 10 ul. Le méla®getionnel est ensuite constitué de 4
pl de tampon BC3, 1 pl d’'amorces non spécifiqguesdB ul de transcriptase inverse RE3 et

complété de 3 pl d'eau ARNase free pour un volumal fde 20 pl. Les échantillons sont
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incubés a 42°C pendant 15 min et la réaction eppge en chauffant les échantillons a 95°C
pendant 5 min.

4.7.3 Quantification des ARNs

Les ADNc spécifigues des ARNm étudiés sont amplifi@ utilisant le kit « QuantiTect®
SYBR® Green PCR » (Qiagen). Des courbes de staisdéimh sont obtenues pour chaque
gene étudié, par dilutions en cascade d'un poathdigtillons contréle d’ADNc. Le milieu
réactionnel (25 pl) contient 12,5 pl de « 2x Qitaot SYBR Green PCR Master Mix », 0,3
umol.I* de chaque couple d’amorces sens-antisens spésfilel chaque géne étudié, 10 pl
d’ADNc (dilué au 1/28™ pour 1 pg d’ARN rétrotranscrit ou au 1¥®pour 500 ng), selon
les recommandations du fournisseur. Aprés une grendénaturation a 95°C pendant 15
min, la PCR est réalisée en 40 cycles de dénaturétb sec a 94°C), d’hybridation (30 sec a
55°C) et de polymérisation (30 sec a 72°C). L'ésseiment d’'une courbe des points de
fusion est systématiqguement réalisée suivant ksuictions proposées par le fournisseur du
logiciel du thermocycleur (IQ™5, Bio-Rad). Cetteudoe permet de vérifier la spécificité des
produits de PCR. Un contrble négatif est systérnatitent réalisé en remplacant '’ADNc par
de I'eau stérile de qualité PCR. Chaque échantétranalysé en doublet et quantifié avec le
logiciel d’analyse du thermocycleur. L’expressiehative des différents génes est calculée en

rapportant les taux d’ARNm a ceux de 3 genes d@étsedifférents.
4.7.4 Latransplantation d’ilots pancréatiques

Les rats transplantés sont des rats Lewis syngésigvec un poids corporel variant entre 200
et 250 g. L’'expérimentation animale est réaliséesda respect des regles de bioéthique et de

la législation francaise.
4.7.4.1 Induction du diabéte par la Streptozotocine (STZ) chez le rat

L’induction du diabéte est réalisée par injectionra-péritonéale d’'une solution de STZ
(Sigma-Aldrich) a raison de 75 mg/kg de masse ceifgo La STZ [2-deoxy-2(3-méthyl-3-
nitrosourée) 1-D-glucopyranose] est un antibiotiquarge spectre produit par Streptomyces
achromogenes. Du fait de sa faible stabilité, |Z $%t préparée extemporanément dans un
tampon citrate 0,1 mot'l pH 4,5 composé d'acide citrique monohydrate 0,1(Sigma-
Aldrich), d'acide citrique trisodique 0,1 mot.| (Sigma-Aldrich), d’eau ultrapure et
d’hydroxyde de sodium (Sigma-Aldrich). Cette salatiest conservée dans la glace le temps
de procéder aux injections de STZ. La glycémie i@dts est alors vérifiée 2 jours apres
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injection a l'aide d'un lecteur de glycémie (Accugkh Roche, Meylan, France) par prise
d’'une goutte de sang a la queue du rat.

4.7.4.2 Protocole de transplantation in situ

Les flots pancréatiques sont cultives dans du mNid99 supplémenté avec 10% de SVF et
1% AB/AM durant 24 heures avant transplantatiomgCcents ilots pancréatiques sont
suspendus dans 1 ml de milieu CMRL1066 (Sigma-aljravant d’étre transplantés.

Des billes de dextran (Sigma-Aldrich) avec unelgathoyenne de 15Qm sont utilisées
comme contréle chirurgical (SHAM). Les billes somtéparées suivant les instructions
données par le fournisseur et stérilisées avaritedi@ansplantées. Cing cents billes sont
suspendues dans 1 ml de milieu CMRL1066 avantedtéinsplantées.

De plus, afin de limiter la glucotoxicité provoqugar I'hnyperglycémie diabétique (Maedler,
et al.,, 2002), les rats sont traités quotidienndnaec 4 Ul d’insuline (Umuline® NPH,
Lilly, Fergersheim, France) une semaine avant plangation. Ce traitement permet de
limiter les autres sources d’'inflammation en mirgamit I’hyperglycémie.

Les rats sont anesthésiés par inhalation d’isafi@CSP, Cournon d’Auvergne, France) et
une incision verticale d’environ lcm partant de base du sternum est pratiquée. Le
duodénum est dégagé de la cavité péritonéale afkpaiser le trajet de la veine porte. Les
veines assurant la vascularisation des lobes depitg|auches du foie sont clampées. Cing
cents 1lots pancréatiques sont transplantés par iatriaportale et viennent se loger dans les
lobes caudés non clampdsd. 3-7). Ce site d'implantation a été choisi afin de peitre une
étude histologique plus précise. Une fois l'injgetierminée, les lobes hépatiques droits et
gauches sont irrigués par déclampage et une cosignesu site d'injection permet d’arréter
les saignements. Enfin, les animaux sont suturgslaees sous surveillance jusqu’a leur

réveil.
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Figure 4-7. Face caudale du foie de Rat.

Le clampage permettant I'injection spécifique dansd lobe caudé est schématisé par les fleches jaunes.
Source : (Aprhamian & Freund, 2004)

4.7.4.3 Prélévements post transplantation

Apres transplantation, les rats sont de nouveastl@sés par inhalation d’isoflurane et aprés
laparotomie le sang total des animaux ainsi querganes transplantés sont prélevés 2, 4, 8,
12, 24 heures post transplantation. Pour les peéients réalisés immediatement apres
transplantation, les animaux sont maintenus soestlésie aprés suture et le prélevement
commence des la fin de la suture.

Dans un premier temps, les animaux sont exsangeinkssang total est récupéré. Le sang
total est transféré dans un tube hépariné (tubeVBButainer®, BD Medical, Le Pont de
Claix, France) et placé immédiatement dans la glaes tubes sont ensuite centrifugés
pendant 10 minutes a 10 000 x g et le plasma espégé.

Les lobes caudés transplantés et prélevés sontijgiése@n 3 parties pour permettre différentes
analysesKig. 3-8). Le lobe caudé, processus papillaire, est indarss du milieu d’enrobage
(OCT, Labonord, Templemars, France) et congelé@amahément dans l'azote liquide. Ce
lobe est utilisé pour les études histologiquesiobe caudé, processus caudé, est sectionné en
2 parties. La partie apicale est utilisée pouelesies d’électrophorese 2D et la partie caudale
pour les études de Résonnance Magnétique Nuclgdilél) dont les résultats ne seront pas

présentés dans ce mémoire.
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Figure 4-8. Schéma des différentes sections du lobaudé total transplanté et prélevé.

4.8 Etudes histologiques

4.8.1 Préparation des blocs d’inclusion

Tous les tissus ou cellules utilisés pour les é&udlbistologie sont inclus dans du milieu
d’enrobage OCT a l'intérieur d'un moule d’inclusidbeica, Nanterre, France) et congelés
rapidement dans de I'azote liquide. Les blocs dlision sont stockés a -80°C.

Les coupes sont réalisées a I'aide d’un cryostaic. CM3050S, Leica, Nanterre, France) a 4
um d’épaisseur pour les coupes de cellules gim7pour celles de tissus. Les coupes sont
récupérées sur des lames Superfi®kts (Labonord) et stockées & -80°C.

4.8.2 Coloration

4.8.2.1 Coloration Hématoxyline / Eosine

La coloration Hématoxyline / Eosine est une colorahistologique topographique, associant
une coloration nucléaire par I'hnématoxyline de kta#&r une coloration des cytoplasmes et du
collagéne par I'éosine. L'hématoxyline colore legaux cellulaires en bleu, et I'éosine quant
a elle colore les cytoplasmes en rose et les fittmes une gamme de roses plus ou moins vifs.
En pratique, les coupes sont colorées 30 secorales wh bain d’hématoxyline de Harris
(Labonord) et rincées deux fois a I'eau. Aprés aimlrapide d’acide-alcool (2 % d’acide
chlorydrique dilué dans de I'éthanol 70%), les @sipont de nouveaux rincées a l'eau. Les
lames sont ensuite passées dans un bain d’eau aawalen(2 ml d’hydroxyde d’ammonium
(Sigma-Aldrich) diluée dans de l'eau distillée)nages rapidement a I'eau du robinet et
colorées 10 secondes avec de I'éosine (Labonored. doupes sont rincées a l'eau et
déshydratées avec trois bains d’alcool 100% etassqmge rapide dans le toluene (Labonord).

Enfin les coupes sont montées entre lame et lamelle
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4.8.2.2 Coloration selon la méthode « Alcoholic Periodic Acid-Aqueous Schiff's » adaptée

pour le dextran

Traditionnellement, la coloration avec I'acide pélique de Schiff (PAS) met en évidence les
glucides, gu’ils soient neutres ou a fonction aciBour ce faire, un agent oxydant, I'acide
périodique, rompt les liaisons covalentes entrexdenctions -OH d'un glucopyranose. Les
aldéhydes insolubles créés sont ainsi colorésagerpar le réactif de Schiff.

Toutefois, dans notre cas, nous cherchons par caltbeation a mettre en évidence les billes
de dextran transplantées. Etant donné que le aeastasoluble dans I'eau et que la coloration
PAS est effectuée ordinairement avec des réadiigw, nous avons utilisé la méthode «
Alcoholic Periodic Acid-Aqueous Schiff's » adaptgs Mowry et Millican pour le dextran
(Mowry & al, 1953).

Pour ce faire, les coupes sont passées dans mmdaiylene (Labonord) et d’alcool a 95%.
Les coupes sont ensuite traitées 2 heures avecsahdion d'acide périodique 1%
fraichement préparée (1g d’acide périodique (F)sthetO0 ml d’éthanol 90%). Les coupes
sont rincées dans un bain d’alcool a 80% et un Baau distillée. Ensuite, les coupes sont
traitées pendant 10 min avec le réactif de Schjffeax (Sigma-Aldrich) puis rincées trois
fois dans une solution de Sodium métabisulfite Bmh mere de sodium métabisulfite
(Sigma-Aldrich) & 19% diluée au $endant 60, 120 et 120 secondes. Les coupes sont
lavées dans 'eau distillée pendant 5 min et ceclerées dans I’hématoxyline pendant 90
secondes. Enfin, les coupes sont rincées a I'esdill@k, a I'alcool 100 % et au xylene avant
d’étre montées sous lame et lamelle.

4.8.3 Marquage immunohistochimique
4.8.3.1 Révélation a la diaminobenzidine (DAB)

Les coupes sont décongelées a température ambginfxées avec une solution de
paraformaldéhyde 4% (Sigma-Aldrich) pendant 10 ngisuLes coupes sont ensuite rincées
dans une solution de «Tris Buffered Saline » (TB®:rad, Marnes-la-coquette, France).
Afin d’inhiber les peroxydases endogenes, les cogpat incubées dans un bain de peroxyde
d’hydrogéne 3% (Sigma-Aldrich) pendant 10 minutess sites aspécifiques sont bloqués
pendant 1 heure a température ambiante avec dwtadgblocage contenant une solution de
TBS supplémentée avec 0,5 % de triton-X 100 (Sighaaich) et 5 % de sérum normal de
chevre (Thermo Fisher, Fisher). Les coupes sontitensicubées pendant la nuit a 4°C en
chambre humide avec I'anticorps primaire (Anticomp®noclonal anti-insuline, dilution

1/1006™¢ Sigma-Aldrich) dilué dans la solution de blocages sections sont rincées et
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incubées 1h a température ambiante en chambre buawét I'anticorps secondaire biotinylé
(Sigma-Aldrich) dilué au 1/268° dans la solution de blocage. Les coupes sont decao
lavées et incubées pendant 30 minutes dans ungosotiiextradivine peroxydase (Sigma-
Aldrich) diluée au 1/28™ dans la solution de blocage. Aprés un rincagectespes sont
incubées 2 minutes dans une solution de révélatimmenant 200ul de 3-Amino-9-
ethylcarbazole (AEC ; Sigma-Aldrich), 3,8 ml de faon acétate (Sigma-Aldrich) et 20
d’H.0, (Sigma-Aldrich). La révélation est stoppée dandaim d’eau distillée et les coupes
sont contre-colorées dans un bain d’hématoxylimd@nord) pendant 15 secondes. Les lames

sont enfin rincées et montées sous lamelles erurdlgueux (Labonord).
4.8.3.2 Révélation avec des anticorps secondaires fluorescents

Les coupes sont décongelées a température ambidintées avec de I'acétone froid (Fisher)
pendant 3 minutes. Les sites aspécifiques sontubb@endant 1 heure a température
ambiante avec du tampon de blocage contenant datosode PBS 1x supplémentée avec
0,5 % de triton-X 100 et 5 % de sérum normal devheles coupes sont ensuite incubées
pendant la nuit a 4°C en chambre humide avec targs primaire dilué dans la solution de
blocage suivant la dilution préalablement détermiféy. 3-10. Les coupes sont lavées avec
une solution de lavage (PBS 1x). Elles sont ensadebées pendant 1 heure a température
ambiante en chambre humide avec I'anticorps sea@ndauplé a un composeé fluorescent et
dilué dans la solution de blocage suivant la dlugpréalablement déterminékap. 3-1). Les
coupes sont rincées et montées sous lamelles a@aumibqueux (Flurosave™, Merck-
Millipore, Molsheim, France). L'utilisation d'un tarcalant de I'ADN tel que le 4'-6'
diamino-2-phenylindole (DAPI ; Sigma-Adrich) a Oug / ml est éventuellement effectué

avant le montage de la lamelle par une incubatibmahute.
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ANTICORPS PRIMAIRES

Antigenes Anticorps Références Fournisseurs Dilutits
_ Monoclonal - Cell Signaling Technoloé‘i( .
Rat - Insuline _ 3014 _ _ 1/100™
lapin Ozyme, Saint-Quentin-en-
Monoclonal - Yvelines, France
Rat - Insuline ) 8138 1/100eme
souris
Rat — Monocytes /
Monoclonal — X
Macrophages / _ ab1211 1/100™
souris
Granulocytes (OX42)
Rat - Monocytes / Monoclonal - Abcan®, Paris, France .
] ab31630 1/1006™¢
Macrophages (ED1) souris
) Polyclonal - .
Rat - Thrombine _ ab92621 1/2006™¢
lapin
Monoclonal — X
Rat - Macrophages (ED2 _ MCA342GA 1/5¢™°
souris
Rat — Granulocytes Monoclonal—- X
_ MCA967 AbD serotec, Colmar, France | 1/20™
(HIS48) souris
Monoclonale - .
Rat — Cellules NK (CD161 ] MCA1427 1/5¢™
souris
ANTICORPS SECONDAIRES COUPLES A UN AGENT FLUORESCENT
Couplage Anticorps Références Fournisseurs Dilutian
Chévre anti- X
] A-11001 1/2006™¢
souris
Alexa 488 i
Chévre anti- X
] A-11034 1/2006™¢
lapin )
i Molecular probes®, Fisher
Chévre anti- .
) A-10521 1/1006™
souris
Cy3
Chévre anti- .
) A-10520 1/1006™
lapin

Tableau 4-1..Récapitulatif des anticorps utilisés pour les étugs d'immunohistochimie

4.8.4 Marquage des espéces réactives de I’oxygeéne avec la sonde dihydroéthidium

4.8.4.1 Principe du marquage avec la sonde dihydroéthidium

L'anion superoxyde (£ intracellulaire et d'autres radicaux oxygénésvpat étre détectés
par la dihydroéthidine (DHE). La DHE est un compaosé fluorescent pouvant diffuser a
travers la membrane cytoplasmique et qui, soudidtfacd'anions superoxyde, s'oxyde
rapidement en éthidium fluorescent (excitation= 488 émission = 575nm). L'éthidium va
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ensuite s'intercaler au niveau des bases azotéd&sOie nucléaire. Ceci permet sa rétention
dans la cellule, et donc la détection par microgcept réalisable (Saiki & al, 1986).

Afin de caractériser la nature des ROS, I'usagehibiiteurs est nécessaire. Le manganese(lll)
tetrakis(1-methyl-4-pyridyl)porphyrine (MNnTMPyP)tesn analogue perméant membranaire
de la superoxyde dismutase; il permet de mettre éeidence la présence d’anion
superoxydes. La polyéthyléne glycol-catalase (PRtalase) est un analogue perméant de la
catalase, elle permet de mettre en évidence lampcége peroxyde d’hydrogene. En pratique,
apres traitement avec le MNTMPyYP et la PEG-catalastuorescence émise par la DHE est
inversement proportionnelle a la quantité d’aniswperoxydes (©) ou de peroxyde
d’hydrogéne (HO,).

4.8.4.2 Protocole du marquage avec la sonde dihydroethidium

Les coupes sont décongelées a température ambeantglimitées a l'aide d'un stylo
hydrophobe (Dako, Dutscher). Les coupes sont ensuiubées pendant 30 minutes a 37°C
avec une solution contenant la sonde dihydroethidit2,5 x 18mol.I* (Sigma-Aldrich).

Les inhibiteurs sont préincubés a 37°C pendant iBites avant I'ajout de la sonde DHE. lls
sont utilisés aux dilutions suivantes : le MNTMRYR0’mol.I"* (Alexis Biochemicals, Enzo
Life science, Villeurbanne, France) et la PEGiaat a 500 Ul / ml (Sigma-Aldrich). La

fluorescence émise est visualisée par microscofimeescence

4.9 Etude de I’expression protéique

4.9.1.1 Extraction des protéines
4.9.1.1.1 A partir de cellules en culture (Western blot)

Apreés lavage des cellules avec du PBS, I'extraaties protéines totales est réalisée dans un
tampon de lyse (62,5 mmét.He Tris-HCL (Euromedex, Souffleweyersheim, Frangep de
SDS (Euromedex), 10% de glycérol (Sigma-Aldrict),rBmol.I* de DTT (Bio-Rad), 0,001

% de bleu de bromophénol (Bio-Rad)) soit 150 ptadepon pour une boite de culture de 25
cn?. Les macrophages sont décollés & I'aide d’un @rafGreinerBio-one, Dutscher) et
transférés dans un tube de 1,5 ml tandis que lpdanast directement déposé sur les filots
dans un tube de 1,5 ml. Le lysat est soniqué 3 sebdndes et conservé a -20°C jusqu’'a

'analyse.
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4.9.1.1.2 A partir de tissus (Electrophorése 2D)

Pour les tissus, une premiere étape de broyage€Caadaide d'un potter dans le tampon
échantillon (7 mol:f Urée (Bio-Rad), 2 moll Thiourée (Bio-Rad), 0,24% Triton X-100
(Sigma-Aldrich), 4% CHAPS (Bio-Rad) et 0,001% deewblde bromophénol + 1%
d’inhibiteur de protéase (Roche Diagnostic) estessaire. Le broyat est soniqué 3 x10
secondes et centrifugé a 2800 x g pendant 10 nsiru#EC en tube de 50 ml puis a 21 000 x
g pendant 1 heure a 4°C. Le surnageant contenauprdé€ines est récupéré et conserve a -
80°C jusqu’a l'analyse.

4.9.1.2 Dosage des protéines

La présence de certains composants dans les tandfmxisaction tels que le DTT, l'urée
rend impossible le dosage des protéines selon uitboee classique (Bradford, Lowry
originale). Par ce fait, le dosage des protéinesetmes dans les surnageants est réalisé selon
la méthode de Lowry (Lowry & al., 1951) modifie¢'@de du kit RC DC (Bio-Rad) et selon
les instructions du fournisseur. Brievement, 25iéchantillons sont précipités dans 125 pl
réactif RC |, vortexés et incubés 1 minute a terjpée ambiante. Ensuite, 125ul de tampon
RC Il sont ajoutés et les échantillons sont vordegais centrifugés pendant 5 minutes a
15 000 x g. Le surnageant est éliminé et 127 édetif A’ sont ajoutés dans chaque tube.
Les échantillons sont vortexés et incubés a tenyréambiante pendant 5 minutes. Apres
I'ajout de 1 ml de réactif DC, tous les échantiiosont de nouveau vortexés et incubés a
température ambiante pendant 15 minutes. Les ctratiens en protéines des échantillons
sont déterminées par la DO et par rapport a unergagétalon établie a partir d’'une solution

d’albumine de sérum bovin (BSA, Bio-Rad).
4.9.1.3 Western-Blot

L’extrait protéique (15-30 pg de protéines) estadéré a 95°C et déposé sur un gel de
polyacrylamide 12% (Bio-Rad). Les protéines sorgasées par électrophorese (100 Volts
pendant 40 minutes). Le transfert est réalisé ssmibmane de Polyvinylidene Difluoride (45
pum, Immobilon-P, Millipore) pendant 40 minutes @ 20olts. Apres transfert, la membrane
est saturée 1 heure sous agitation a températurauat® dans du TBS (TBS-T) supplémenté
avec 0,1 % de Tween 20 (Sigma-Aldrich) et 5% de ESKma-Aldrich). La membrane est
ensuite incubée la nuit a 4°C avec l'anticorps pitena la dilution optimale dans le tampon
de blocageTab. 3-2. La membrane est ensuite lavée trois fois soiiatamn dans le TBS-T,

puis incubée pendant 1 heure a température ambianéz ['anticorps secondaire
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correspondant couplé a la peroxydase et dilué idat@snpon de blocage. Aprés trois lavages
avec le TBS-T, le complexe d’anticorps est révele ghiomioluminescence avec un kit de
détection (Immun-Star™ Western C™, Bio-Rad). L'imag Chemidoc XRS (Bio-Rad)
permet l'acquisition du signal de chimioluminesaermour une exposition optimale des
membranes, et une capture par caméra a transfetialge (CCD) refroidie. L'exploitation
numérique de I'image obtenue est réalisée a l'a@iddogiciel Image J (Abramoff, et al.,
2004).

ANTICORPS PRIMAIRES

Antigéenes Anticorps Références Fournisseurs Dilutions
Monoclonal - X
Rat - TLR-4 _ ab22048 Abcafh 1/500™
souris
Monoclonal - .
Rat — TLR-2 _ ab108998 Abcafh 1/50G6™
lapin
Rat — Héeme Monoclonal - .
_ ab13248 Abcafh 1/25G™
Oxygénase souris
Rat - ) A
) Polyclonal — lapin ab15191 Abc&m 1/1006™
Cyclooxygénase
_ Cell Signaling .
Rat - mTOR Polyclonal — lapin 2972 1/500™
Technology
Rat — Phospho _ Cell Signaling X
Polyclonal - lapin 2971 1/500™
mTOR Technology
Monoclonal - Cell Signaling .
Rat — JAK2 _ 3776 1/500™
lapin Technology
Rat — Phospho Monoclonal - Cell Signaling .
_ 3230 1/500™
JAK2 lapin Technology
. Monoclonal - .
Rat — Ractine ' sc - 32251 Santa Cruz 1/8G09
souris
Monoclonal - X
Rat — Ractine _ ab1801 Abcafh 1/8006™
lapin
ANTICORPS SECONDAIRES COUPLES
Couplage Anticorps Références Fournisseurs
HRP Anti-Souris A0545 Sigma-Aldrich 1/8000
HRP Anti-Lapin A9044 Sigma-Aldrich 1/8000

Tableau 4-2. Récapitulatif des anticorps utilisés po les analyses par Western blot
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4.9.1.4 Electrophorése Bidimensionnelle

» Préparation des échantillons

Afin de s’assurer de la propreté des extraits pyoss utilisés pour I'électrophorese 2D, tous
les échantillons sont purifiés avec le kit « ReadpP2-D Cleanup » (Biorad) suivant les
recommandations du fournisseur. Brievement, 10€qugrotéines sont précipités avec 300 pl
d’'une solution d’acide trichloroacétique, vortexadsncubés 15 minutes dans la glace a 4°C.
Puis 300 pl de solution saline sont ajoutés. Ledépres sont vortexées et centrifugées a
14000 x g pendant 5 minutes. Le surnageant es¢fjdééculot de protéines est lavé avec 40ul
de solution saline puis centrifugé a 14000 x g peh& minutes. Le surnageant est jeté et le
culot de protéines est lavé avec 25 ul de d’'eadidtifée. Apres avoir vortexé 1 minute le
culot 1 ml d’'une solution d’acétone glacé est @atec 5 ul de solution saline. Les protéines
sont vortexées pendant 1 minutes et incubées 30tesia -20°C. Les tubes sont centrifugés a
14000 x g pendant 5 minutes et le culot est sugpdads 200 pl tampon de réhydratation (20
mmol.I* de DTT, 2 pl d’'ampholytes Bio-Lyte 3-10 100 x (BRad) complété & 200 pl avec
du tampon échantillon).

» Reéhydratation des strips
Pendant la réhydratation, les protéines de I'édltansont absorbées et réparties sur toute la
longueur du « strip ». Pour ce faire, 100 pug daidrprotéiques (volume total de 200 ul) sont
déposés dans un plateau de réhydratation. Unpostde 11 cm (Bio-Rad) est dépose
délicatement sur chaque extrait protéique, I'endenalst recouvert d’huile minérale (Bio-
Rad) et les strips sont réhydratés passivementgnétal nuit.

= Focalisation des échantillons”Cidimension)
Les protéines sont séparées en premier lieu suiganpoint isoélectrique (pl) c’est-a-dire le
pH auquel une protéine ne porte aucune chargeret de peut pas migrer dans un champ
électrique. Cette technique est appelée focalisasoélectrique. Elle est utilisée avec un
gradient de pH immobilisé pour I'électrophorese 2D.
Techniquement, les « strips » réhydratés sont @spdans un plateau de focalisation et

focalisés suivant les étapes suivantes :
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ReadyStrip pH 3-10, 11cm

Etapes Heures Voltage a atteindre Montée Volts x Heures Théorique
1 2H 50V Linéaire 100
2 1H 200V Linéaire 200
3 2H 1000V Linéaire 2 000
4 1H 8 000 V Linéaire 8 000
5 8 000V Rapide gsp 19 700
(6) (24H) (500V) (Rapide)

Tableau 4-3. Récapitulatifs des conditions de focahtions

Apres focalisation, les strips sont stockés a -§03gu’a la prochaine étape
= Equilibration

Cette étape d'équilibration est nécessaire pour pletéines séparées par focalisation
isoélectrique avant I'exécution de deuxieme dintensiCe processus réduit les liaisons
disulfures et alkyle les groupements sulfhydryles désidus de cystéine. Parallelement, les
protéines sont revétues avec du « Sodium Dodedfat8w (SDS) nécessaire a la séparation
sur la base d'un poids moléculaire. Ainsi, legpstgont incubées pendant 30 minutes dans le
tampon d'équilibration | (50 mmotilde Tris-HCL pH 8,8, 6mol’ d’urée, 30% de glycérol,
2% de SDS et 65 mmofde DTT) puis 20 minutes dans le tampon d’équilibratl (50
mmol.I* de Tris-HCL pH 8,8, 6mol} d’urée, 30% de glycérol, 2% de SDS et 135 mmol.|
'd'iodocétamide (Bio-Rad)).

= Electrophorése en SDS-PAGE2dimension)

La séparation des protéines par SDS-PAGE se flaih de poids moléculaire des protéines
préalablement focalisées et perpendiculairemeaadmiéere dimension.

Pour ce faire, les strips sont déposées dans te auidessus d’'un gel SDS 12% (Bio-Rad)
contenant de I'agarose fondu (Bio-Rad). Une fagdirose polymérisé, la cuve de migration
est remplie avec du tampon MOPS (Bio-Rad) et lesépres migrent pendant 1 heure a 25
Volts puis 1 heure a 200 Volts.
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= Coloration des gels au bleu de Coomassie

A la fin de la migration, les gels sont lavés trfais avec de I'eau distillée et incubés la nuit
avec une solution de bleu de Coomassie (Bio-Satem@ssiestain, Blue R-250, Bio-Rad). Le
gel est ensuite décoloré avec une solution de dextan chauffée (10 % d’éthanol, 10 %

d’acide acétique).
= Analyse des gels 2D

Les gels 2-D sont numérisés a l'aide d'un densitoenéGS-800 calibrated imaging
densitometer, Bio-Rad) et traités a I'aide du ledi®DQuest ™ (Bio-Rad). Les analyses ont
été réalisées avec l'aide de P. Hamman de la platef de protéomique de I'esplanade
(IBMC, Strasbourg).

= Identification des protéines d’intéréts

Les protéines sont analysées par Spectromeétrietrudessisted Laser Desorption/lonisation

- Time of flight mass - Time of flight mass » (MALD OF-TOF) dont le principe est le
suivant : les peptides produits par I'hydrolyse gmetéines sont déposés sur la plaque
MALDI et cristallisent avec un composé chimique elgpmatrice. Les tirs lasers sur les
dépdts cristallisés de peptides forment des iopigigues dans la partie source de I'appareil.
Dans le cas d'une analyse de protéines, on utlisBautres matrices plus adaptées a
I'échantillon (SA, Acide Férulique,...), le principde l'analyse restant le méme, a la
différence qu’il est pratiqué en mode linéaire.

Ces ions vont étre acceélérés et vont rentrer danalyseur TOF pour étre séparés selon le
rapport masse/charge. En effet, dans cette rég@mmsoumise a un champ électrique, les ions
se déplacent a une vitesse inversement proporflerinéa racine carrée de leur masse. Ainsi,
'information de temps de vol est transformée eforimation de masse pour chaque ion
formé. L'ensemble de ces informations de masse mesupour chaque tir laser sont
enregistrées sous forme de spectre. Ce specteppste empreinte peptidigue de masse. A
partir de ce spectre, l'interrogation des banquesddnnées protéiques peut permettre
d’identifier la protéine qui est a I'origine du e mesuré dans le spectrométre de masse.
En mode TOF-TOF, les peptides sélectionnés voatfédgmentés par collision avec un gaz
inerte, produisant des fragments dont les massestsmesurées dans un second analyseur.

L’analyse des masses de ces fragments permettaarbmter a la séquence des peptides.
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Ces expériences ont été réalisées a linstitut mdodie moléculaire et cellulaire de
Strasbourg par P. Hammann de la plateforme de qrotgie de I'esplanade (IBMC,
Strasbourg).

4.9.1.5 Dosage “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” (ELISA)
4.9.1.5.1 Principe du dosage ELISA double sandwich

Le principe repose sur la détection par deux arggamonoclonaux dirigés contre 2
déterminants antigéniques différents de la molédiiteérét. Durant la période d’incubation,
la protéine d’intérét contenue dans chaque échamtitagit avec les anticorps anti-protéine
d’'intérét adsorbés au fond de chaque puits de titieriion. Apres le lavage permettant de
supprimer les protéines non fixées, les anticorgspaotéine d’intérét conjugués avec une
peroxydase sont ajoutés. Ces anticorps conjugué&sraplexent avec la protéine d’intérét
préalablement fixée. Aprés une étape de lavagepn@igué est détecté par réaction avec le
3,3-5,5-tetramethylbenzidine (TMB). La réactiostetoppée par I'addition d’acide, donnant
ainsi un changement de couleur mesuré avec unrgpeotométre a une longueur d’onde de
450 nm. La quantité d’enzyme complexée varie diment avec la concentration de protéine
d’intérét dans I'échantillon testé. Ainsi, I'absarize a 450 nm est une mesure indirecte de la
concentration en protéine d’intérét dans chaquerddlon testé. La quantité de protéine
d’'intérét peut étre déduite d’'une courbe standard@orrigée par la dilution des échantillons.

Les différents kits ELISA ont été utilisés selos lcommandations du fournisseur et les

références sont regroupées darnaldeau 3-4

IL-6 Rat IL-6 Quantikine ELISA Kit R&D Systems
IL-10 Rat IL-10Quantikine ELISA Kit R&D Systems
_ Raybiotec, Inc., Clinisciences,
MCP-1 Rat MCP1 ELISA Kit
Nanterre, France
Peptide-C C-peptide, Rat ELISA Mercodia, Uppsala, Suéde
a2M Rat Alpha 2-Macroglobulin GenWay, Euromedex
ELISA Kit for Thrombin/Antithrombin ) )
TAT USCN Life Science Inc., Euromedex
Complex (TAT)

Tableau 4-4. Récapitulatif des kits ELISA utilisés
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4.9.1.5.2 Principe du dosage ELISA multiplexe

Les dosages multiplexedes cytokines so realisés a l'aide du kit RayBio® Cytokine
Antibody Arrays 1» (RayBiotech,Inc., Tel-Bio, Le Perray en YvelinesFrance) pour le
criblage qualitatif et a I'aide du kitQuantibody® Rat Inflammation Array » (RayBiotech,
Inc.) pour le dosage quantite. Ce dosage est basdr le principe du Sandwich
immunoassay » ounupanel d’anticorpspécifiques a des cytokinest fixé a des localisations
spécifiques sur une membrane de nitrocellt (Fig. 3-9A) ou sur une lame de ve (Fig. 3-
9B). L'incubationdes membraneou des lames de verevec les échantillons biologiqu
entrainda capture des cytokines présentes par leurs apsiapécifiques. Aprés une série
lavages, és cytokines fixées sont détectées aveccocktail d’anticorps biotinylé. La
révélation des membranafe nitrocelulose est réalisée a l'aidéu couple extravidir-
peroxidase par chimiiominescenc pour le criblage qualitatif. La révélati des lames de
verre est réalisée a l'aide du le extravidine-Cy3par fluorescencepour le dosage
quantitatif. Enfin, I'analysesem-quantitative des cytokines fixégar les membrane(Tab.
3-5) est réalisée a l'aide du logiciel Imé¢ J pour les membranage nitrocellulose o

directement par le fournissepour le quantiking.

00 CO00O
o0Ceee
000000
000000

== Peroxydase (HRP)
.
3 Complexe biotine-streptavidine
— Anticorps biatinylé
4
- ———————  Cytokine détecté
- Anticorps coaté
— Membrane de nitrocellulose

=—— Fluorochrome (cy3]

Complexe biotine-stre ptavidine

Anticorps biotinylé

Cytokine détecté
Anticorps coaté

— Lame de verre

Figure 4-9. Principe du Cytokine Array (A) et du Quantiboby® Array (B)
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1 Pos
2 Pos

3 GM-CSF

4 GM-CSF

5 Leptin
6 Leptin

BLANK
8 BLANK

Pos
Pos
IFN-
gamma
IFN-

gamma

MCP-1

MCP-1

BLANK
BLANK

Neg
Neg

IL-1
alpha

IL-1
alpha
MIP-3
alpha
MIP-3
alpha
BLANK
BLANK

Neg  CINC-2 CINC-3

CNTF

Neg CINC-2 CINC-3 CNTF

IL-1 beta IL-4 IL-6
IL-1 beta IL-4 IL-6
TNF-
beta-NGF TIMP-1
alpha
TNF-
beta-NGF  TIMP-1
alpha

BLANK BLANK BLANK
BLANK  BLANK  BLANK

IL-10

IL-10

VEGF

VEGF

BLANK
BLANK

Fractalkine

Fractalkine

LIX

LIX

BLANK

BLANK

Pos

Pos

Tableau 4-5 Tableau récapitulatif des cytokines présentes sur ke RayBid® Rat AntibodyArray 1 ».

4.10 Statistiques

Toutes les valeurs sont exprimées par leur moyerireeur Standard Moyenne (ESM). Elles

sont comparées en utilisant une analyse multifett®rde la variance, suivie d'un test de

Student pour les comparaisons multiples. Les rd@sukont considérés comme significatifs

lorsque p est inférieur a 0,05 (*/# : P<0,05 ; #/#P<0,01 ; ***/### : P< 0,001).
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5 RESULTATS ET DISCUSSIONS

5.1 Mise en évidence du processus inflammatoire au cours de la culture d’ilots

= La fonctionnalité des Tlots diminue au cours du tems de culture

bY

La premiere étape de ce travail consiste a carsetéfeffet du temps de culture sur la
viabilité et la fonctionnalité des ilotgn vitro. La fluorescence verte et l'absence de
fluorescence rouge observées semblent indiquerlaywgabilité des ilots Kig.4-1A) reste
préservée au cours du temps. L'index de stimulajigirend compte de la fonctionnalité des
flots diminue progressivement et significativemeuatant les 48 heures de culture (2,3 £ 0,5,
p<0,001vs 18,5 + 2,2 immédiatement apres transplantatiéig. @¢-1B). Ceci suggére que le
temps de culture est délétere pour la fonctionhakts ilots pancréatiques.

g Fonctionnalite

231 +I. -

Index de stimulation

A
"
i

T0 T12H T24H  Ta2H

Figure 5-1. (A) Viabilité et (B) fonctionnalité desilots pancréatiques de Rat en fonction du temps dmilture.

La viabilité est appréciée visuellement et les rédats de fonctionnalité sont exprimés selon la valeunoyenne + ESM
de I'index de stimulation. Chaque expérience estfetttuée au moins trois fois de maniére indépendant&*p<0.001,
*p<0.01, *p<0.05.

= Lavoie des Toll-Like récepteurs est modulée au coaidu temps

Prenant pour point de départ la perte de fonctiliténdes flots en culture, nous cherchons a
déterminer si un processus inflammatoire peut 8ssocié a cette altération. Ainsi, nous
cherchons a déterminer quelles voies de linflanmnapourraient étre impliquées. Pour

répondre a cette question, nous nous sommes didmesaes a la voie des Toll-like récepteurs
(TLRS).
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Profil d’activation génique

E F -1.1151.. !ig}:.;u\gi;‘;.{i Efi.q;iiﬁj.}.‘i
Tir-4 CchIOT Tir-2 II-10 MyDSST Cox-ZT
I-6 Nfkb2 Ccl2

Figure 5-2. Profil d'expression génique de la voides Toll-like récepteurs.

Les profils d’'activation génique sont exprimés par apport a la condition TO qui correspond a des ARNm tlots
extraits immédiatement aprés isolement. L'amplituded’expression est représentée suivant le code coulesuivant :

(M) amplitude faible; (lll) amplitude moyenne [lll) amplitude forte

Dans un premier temps, nous avons effectué unagebtie 84 genes par PCR arrays afin de
valider I'implication de la voie des TLRs dans a®qessus. Comme le démontre le profil
d’activation variable de chaque géne, il semblecpie cette voie de signalisation soit
modulée durant les 48 heures de cultiiig.(4-2. Parmi les 84 genes criblés, nous avons
choisi d’analyser les génes dont le profil d’adiiva varie selon une amplitude faible ou forte
par rapport a la condition contréle TO (ARNm exgammédiatement aprés isolement). En
relations avec le profil d’activation et la pertiroe d’étudier ces génes dans les mécanismes
mis en évidence, nous avons sélectionné les gefef :et-4, MyD88 Nf-«xB2, Cox-2 IL-6
et-10, Cxcl-10et Ccl2.

Les endotoxines présentes dans le milieu de cuftemeent étre a I'origine d’'une activation
de la voie des TLRs. Ainsi, chaque surnageant ttereuest testé afin de s’assurer que les

résultats obtenus ne sont pas dus a une contaamEi des endotoxines.

Les résultats ont montré que tous les surnageesitisst par la méthode LAL présentent une

faible concentration en endotoxine®,7 EU/ml
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Toll-Like Récepteurs

* %k

Tir-2
B Tir-4
E== MyD88

7501

*
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(% TO)
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Quantification relative ARNm

TO T12H T24H T48H

Figure 5-3. Quantification relative de I’ARNm transcrit des genesTIr-2, Tlr-4, MyD88 a partir d’extraits d'flots

pancréatiques de Rat par PCR arrays.

L'expression des génes est quantifiée immédiatememt aprés 12H, 24H, 48H de culture. Les résultat®st exprimés
selon le pourcentage de la valeur moyenne + ESM & quantité d’ARNm par rapport a TO. Chaque expérierce est
effectuée au moins trois fois de maniére indépendtmen doublet. ***p<0,001, *p<0,01, *p<0,05 par comaraison avec

TO. ## p<0,01 par comparaison avec T12H.

D’aprés les données recueillies avec les PCR arfaypression du genélr-2 (Fig. 4-3) est
maximale aprés 24 heures de culture. La quantddkNim augmente de 684,3 % + 57,5
(p<0,001) apres 24 heures 100 % + 35,2 a TO. L'expression du géfe4 est plus faible
que celle deTIr-2. En effet, aprés 12 heures de culture, la quantiéedRNm de Tir-4
augmente de 215,5 % + 26,5 (p<0,05)100 % + 3 a TO. Enfin, I'expression de I'adaptate

MyD88est également modulée au cours des 48 heurestdescu
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Effecteurs
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EZ=E Nf-kb2
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T0 T12H T24H T48H

Figure 5-4. Quantification relative de ’'ARNm transcrit des genesNf-xb2 et Cox-2 a partir d’extraits d'flots

pancréatiques de Rat par PCR arrays.

L'expression des géenes est quantifiée immédiatemeot apres 12H, 24H, 48H de culture Les résultats spaxprimés
selon le pourcentage de la valeur moyenne + ESM e quantité d’ARNm par rapport a TO. Chaque expérierce est
effectuée au moins trois fois de maniére indépendnen doublet.**p<0,01, *p<0,05 par comparaison aweT0. #

p<0,05 par comparaison avec T12H.

D’apres lafigure 4-4, 'expression du gen€ox-2 est maximale apres 12 heures de culture
(50904,9 % + 6711,1, p<0,05); le gene est appratiiement 509 fois plus activé par
rapport a TO (100 % + 32,1). Aprés son pic a 12rémul’expression d€ox-2 diminue
significativement au cours du temps pour atteird®@2,3% + 5631,3 a 48 heures (p<0,05 par
rapport & T12H). Le temps de culture induit égalemae augmentation de la quantité de
transcrits deNf-«b2 apres 12 heures de culture (450 % + 28,5 ; (P¥@$100 % + 12,7 par
rapport a TO). Le profil d’expression #-«B2 suit la méme tendance que celle@zx-2 et

diminue au cours du temps.
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Chimiokines
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Figure 5-5. Quantification relative de '’'ARNm transcrit des genesCcl2 et Cxcl10a partir d’extraits d'flots

pancréatiques de Rat par PCR arrays.

L'expression des géenes est quantifiée immédiatement apres 12H, 24H, 48H de culture. Les résultat®st exprimés
selon le pourcentage de la valeur moyenne + ESM e quantité d’ARNm par rapport a TO. Chaque expérierce est
effectuée au moins trois fois de maniére indépendanen doublet. *p<0,05 par comparaison avec TO.# psb par

comparaison avec T12H.

D’apres lafigure 4-5, la quantité d’ARNm du génécl2 augmente significativement apres 12
heures de culture (12872,1 % + 6443,5, p<0,05)rgaport a TO (100 % + 44,5). Ensuite,
I'expression dé€Ccl2 diminue au cours du temps pour atteindre 1431,4517,3 a 48 heures.
De la méme maniére, I'expression du géxel-10passe également par son maximum apres
12H avec une activation relative de 1182,08 % +%bQp<0,05) par rapport aux conditions
contrdles TO (100 % + 44,9) et diminue au courgataps. Aprés 48 heures de culture, le

pourcentage d’expression Gel2 atteint 122,6 % + 27,15 (p<0,05 par rapport a T12H
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Cytokines
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Figure 5-6. Quantification relative de 'ARNm transcrits des génedl-6 etll-10 a partir d’extraits d'ilots

pancréatiques de Rat par PCR arrays.

L'expression des génes est quantifiée immédiatememt aprés 12H, 24H, 48H de culture. Les résultat®st exprimés
selon le pourcentage de la valeur moyenne + ESM & quantité d’ARNm par rapport a TO. Chaque expérierce est

effectuée au moins trois fois de maniéere indépendsmen doublet.*p<0,05 par comparaison avec TO.

Enfin, I'expression du genk-6 est maximale apres 12 heures de culture et déaveit le
temps Fig. 4-6). Le genell-6 est plus de 1700 fois activé aprés 12 heures ttareu
(175756,5 % * 82456,5) comparé a la condition édatm0 (100 % + 41,6). La quantité de
transcrit de II-10 atteint son maximum aprés 24réewe culture (1754,33 % + 829,1) et
diminue de nouveau apres 48 heures de culture{6%6; 552,9).

Ces résultats préliminaires confirment la modulatie la voie de signalisation des TLRs.
Toutefois, ces données doivent étre confirméesdparanalyses plus précises d’expression
génique (qPCR) et d’expression protéique (Westdohedd ELISA).

»= Le temps de culture induit la mise en place d’'un prcessus inflammatoire

Suite aux données obtenues par les PCRarrays,avous fait le choix de mettre en relation
I'activation (genes) et I'expression (protéines3 denes suivantsTir-2 et-4, Cox-2 Nf-«xB2,
Ccl2, 1I-6 etIL-10. Par son réle central dans les processus inflanireaf le génédo-1 fait

également partie des cibles moléculaires séleatiesn
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Figure 5-7. Quantification de I'activation relative et de I'expression du geng&lr-2 a partir d’extrait d'flots

pancréatiques de Rat par qPCR et Western Blot.

L'activation et I'expression des genes sont quantéies immédiatement ou aprés 12H, 24H, 48H de culturées
résultats sont exprimés selon le pourcentage de Maleur moyenne + ESM de la quantité d’ARNm ou de ptéine par
rapport a la condition TO. Chaque expérience est efttuée au moins trois fois de maniére indépendantn doublet
***n<0,001, *p<0,01, *p<0,05. Le pourcentage d'expession protéique est exprimé par rapport au ratioPROTEINE /
ACTINE a la condition TO. Chaque expérience est effegée au moins trois fois de maniére indépendante.

D’apres lafigure 4-7, les profils d’activation et d’expression du géhke-2 ne sont pas
corrélés. Ce récepteur est de maniére généraldaitdement activé et exprimé dans I'ilot
pancréatique. L’activation du genidr-2 est trés variable au cours du temps, tandis que
I'expression de la protéine TLR-2 semble se mainteanstante durant les 48 heures de

culture.
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Figure 5-8. Quantification de I'activation relative et de I'expression du gen&lr-4 a partir d’extraits d'flots
pancréatiques de Rat par qPCR et Western Blot.

L’activation et I'expression des génes sont quantdies immédiatement ou aprés 12H, 24H, 48H de culturées
résultats sont exprimés selon le pourcentage de laaleur moyenne + ESM de la quantité d’ARNm ou de ptéine
selon le pourcentage par rapport a la condition TOChaque expérience est effectuée au moins trois fale maniére
indépendante en doublet. *p<0,05. Le pourcentage e@Xpression protéique est exprimé par rapport au rab
PROTEINE / ACTINE a la condition TO. Chaque expérience ds effectuée au moins trois fois de maniéere

indépendante. #p<0,05.

Concernant le géen#lr-4, I'activation génique relative est maximale (10Q:%3,88) dans les
conditions contréles TO, et diminue pour se maintéurant les 48 heures de culture avec des
valeurs de 47,17 % + 5,53 (p<0,05), 49,05 % + &{kD,05), 52,16 % + 5,52 (p<0,05) aprés
12, 24 et 48 heures de culture respectivement.efast le profil d’expression de TLR-4 est
différent, la quantité de protéines est maximales@d2 heures de culture (221 % + 31,9;
p<0,05 par rapport a TO) et se maintient aprese2dds de culture (219,6 % * 23,9 ; p<0,05
par rapport a T0). Enfin, I'expression relative WeR-4 diminue significativement apres 48
heures de culture (103,8 % + 27,8 ; p<0,05) pagpoam T24H.
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Figure 5-9. Quantification de I'activation relative et de I'expression du génélo-1 a partir d’extraits d'llots

pancréatiques de Rat par gqPCR et Western Blot.

L'activation et I'expression des génes sont quant#ies immédiatement ou aprés 12H, 24H, 48H de culturées
résultats sont exprimés selon le pourcentage de Maleur moyenne + ESM de la quantité d’ARNm ou de iptéine par
rapport a la condition TO. Chaque expérience est efttuée au moins trois fois de maniére indépendanen doublet.
***p<0,001, *p<0,01, *p<0,05. Le pourcentage d’expgssion protéique est exprimé par rapport au ratioPROTEINE /

ACTINE a la condition TO. Chaque expérience est effegée au moins trois fois de maniére indépendante. #f,05

En revanche, les profils d’activation et d’expressde Ho-1 et Cox-2 sont cohérents. Quel
que soit le profil concerné, le géh-1 a une activité croissante durant les 48 heures de
culture Fig. 4-9. En effet, I'activation du géndo-1 aprés 48 heures de culture (43287,27 %
+ 6843,5 ; p<0,001) est 43 fois plus élevée quke @Ill0 (100 % + 13). Il faut noter, tout de
méme, une légere diminution de l'activation apré$idures de culture (43287,3 % + 6843,5)
par rapport a la condition T24H. Par comparais@xpression de la protéine HO-1 atteint
227,5 % £ 5,9 (p<0,05 par rapport a T0O)
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Figure 5-10. Quantification de I'activation relative et de I'expression du gén€ox-2a partir d’extraits d'flots

pancréatiques de Rat par qPCR et Western Blot.

L'activation et I'expression des genes sont quantées immédiatement ou aprés 12H, 24H, 48H de culturées
résultats sont exprimés selon le pourcentage de haaleur moyenne + ESM de la quantité d’ARNm ou de mtéine par
rapport a la condition T12H. Chaque expérience estffiectuée au moins trois fois de maniére indépendamten doublet.
***n<0,001, *p<0,01, *p<0,05. Le pourcentage d'expession protéique est exprimé par rapport au ratioPROTEINE /

ACTINE a la condition TO. Chaque expérience est effeaée au moins trois fois de maniére indépendante. #f,05

A l'inverse, I'activation du gen€ox-2ne cesse de diminuer au cours du tenfjig. @-10.
Bien que I'activation et I'expression soient a uweau basal apres isolement, I'activation est
maximale apres 12 heures de culture et diminuentldes 36 heures restantes. Apres 12
heures de culture, I'activation deox-2 atteint 21029,4 % + 386,Vs 4958,2 % + 1588,3
(p<0,01) aprés 48 heures de culture. L’expressi@@X-2 est minimale apres 48 heures de
culture 18, 04 % + 9,08s5100 % * 15,99 (p<0,05) apres 12 heures de culture.
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Figure 5-11. Quantification de I'activation relative génique du gend&f-xB2 a partir d’extraits d'flots pancréatiques de
Rat par gPCR.

L’activation des génes est quantifiée immédiatememtu aprés 12H, 24H, 48H de culture. Les résultats sbaxprimés
selon le pourcentage de la valeur moyenne + ESM e quantité d’ARNm par rapport a TO. Chaque expérierce est

effectuée au moins trois fois de maniére indépendanen doublet. *p<0,05.

Les extraits protéiques dont nous disposions ne& ot pas permis d’analyser I'expression
de la protéine NRB2 qui requiert une extraction spécifique (séparatdes contenus

cytosolique et nucléaire).

Le profil d’activation du géné&lfxb2 nous apporte cependant des informations intéressan
De la méme maniére que les geklesl et Cox-2 le geneNfkb2 est faiblement activé a TO
(Fig 4-11). Son activation est maximale et augmente proy@sent avec le temps. Les
valeurs d’activation atteignent 315,4 % + 26,9 apt@ heures de culture et augmentent a

547,7 % + 9 aprés 48 heures de culture.
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Figure 5-12. Quantification de I'activation relative génique du gén€cl2 et de la sécrétion de CCL2 a partir d’extraits
d"lots pancréatiques de Rat par qPCR et ELISA.

L'activation des génes et la sécrétion des protéinesont quantifiées immédiatement ou aprés 12H, 24Hi8H de
culture. Pour I'activation génique, Les résultats sot exprimés selon le pourcentage de la valeur moyee + ESM de
la quantité d’ARNm par rapport a TO. Chaque expérierce est effectuée au moins trois fois de maniére iiyggendante
en doublet ***p<0,001, *p<0,01, *p<0,05. Pour I'expession protéique, les résultats sont exprimés seléa quantité de

protéine en pg/ml. Chaque expérience est effectuéa moins trois fois de maniére indépendante. ## p<lL, # p<0.05

D’apres lafigure 4-12, CCL2 est indétectable immédiatement apres isaieni@ns le milieu

de culture et apparait en grande quantité des*® haure de culture pour diminuer avec le
temps. L’activation relative du gei@el2 est de 4066,8 % + 1162,4 aprés 12 heures de eultur
et diminue significativement (p<0,01) pour attemd®41,9 % + 163,9 apres 48 heures de
culture. La quantité de protéine CCL2 dans le sgeaat diminue également durant les 48
heures de culture. La quantité moyenne de CCLZptéglans le surnageant aprés 12 heures
de culture est de 11270,6 pg / ml + 426s3¥584,7 pg/ml + 489,98 (p<0,01) apres 48 heures

de culture.
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Figure 5-13. Quantification de I'activation relative génique du génd-6 et de la sécrétion d'IL-6 a partir d’extraits
d"lots pancréatiques de Rat par qPCR et ELISA.

L'activation des génes et la sécrétion des protéinesont quantifiées immédiatement ou aprés 12H, 24Hi8H de
culture. Pour I'activation génique, Les résultats sot exprimés selon le pourcentage de la valeur moyee + ESM de
la quantité d’ARNm par rapport a TO. Chaque expérierce est effectuée au moins trois fois de maniére iiygendante
en doublet.**p<0,01, *p<0,05 Pour I'expression pratique, les résultats sont exprimés selon la quargéide protéine en

pg/ml. Chaque expérience est effectuée au moinsisdois de maniére indépendante.

Les profils d’activation et d’expression du gdhé suivent une tendance comparable a ceux
de Ccl2. Indétectable dans le milieu de culture immédiaeinapres isolement, IL-6 apparait
dés la 12™ heure de culture (720,6 pg/ml + 73,6) et diminignificativement aprés 24
heures (590,8 pg/ml + 50,6) et 48 heures de culf@e8,1 pg/ml £ 21,6). Des résultats
comparables sont obtenus pour l'activation du gguieest de 9429,9 % + 1794,3 aprés 12
heures de culture et diminue significativement (PS) pour atteindre 227,1 % * 84,4 aprés

48 heures de culture.
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Figure 5-14. Quantification de I'activation relative génique du génd-10 et de la sécrétion d’IL-10 a partir d’extraits
d"lots pancréatiques de Rat par gPCR et ELISA

L’activation et I'expression des génes sont quantfies immédiatement ou aprés 12H, 24H, 48H de cultur@our
I'activation génique, Les résultats sont exprimésedon le pourcentage de la valeur moyenne + ESM de buantité
d’ARNm par rapport a TO. Chaque expérience est effdaée au moins trois fois de maniére indépendante en
doublet**p<0,01. Pour I'expression protéique, les @sultats sont exprimés selon la quantité de proténen pg/ml.

Chaque expérience est effectuée au moins trois fale maniére indépendante. #p<0,05.

D’aprés lafigure 4-14, la protéine IL-10 est indétectable durant lespi@miéres heures de
culture. De plus, les quantités d’IL-10 retrouvéass le surnageant apres 24 ou 48 heures de
culture sont trés faibles et sont a la limite dtediable donc doivent étre interprétées avec
précaution. Le pourcentage d’activation du gBid est également trés faible durant les 12
premieres heures de culture. Le gérE) semble étre activé des 24 heures et I'activateon s
poursuit a 48 heures. L’activation relativél-d'0 est de 2566,5 % + 156,5 aprés 24 heures de
culturevs 22497,7 % + 14608,9 apres 48 heures de cultur@ Qpx

» Le temps de culture induit la mise en place d’'un s¢ss oxydant

Afin de compléter ces résultats et de comprendrglication de 'heme oxygénase-1 dans la
prévention du stress oxydant des filots, nous agbaisi de quantifier les espéces réactives de
'oxygene (ROS) générées pendant la culture dés flancréatiques. Pour ce faire, les ROS
générées par les filots sont quantifices a l'aideal’sonde Dihydroéthidium (DHE) et

identifiées.
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Figure 5-15.Quantification des espéces réactives texygene (ROS) produites par les Tlots pancréatiges de Rat a
l'aide d'une sonde de Dihydroéthidium (DHE).

Les flots pancréatiques sont prélevés immédiatement aprés 12H, 24H, 48H de culture, congelés et cagpa 4pm.
Les résultats sont exprimés en valeur moyenne + ESMeda fluorescence émise par la sonde DHE. Chaque éxignce
est effectuée trois fois de maniere indépendante gbur chaque expérience les intensités de fluoresm® sont mesurées

a partir de 5 Tlots pancréatiques différents mais @sents sur la méme coupe. *p<0,05.

D’aprés lesfigures 4-15 la production de ROS varie au cours du temps uleire. La

quantité de ROS totales est maximale immédiateraprés isolement (100 % + 7,7) et
diminue significativement (p<0,05) jusqu’a 24 heu(®9,2 % + 12,6). Passé ce délai, la
quantité de ROS (72,6 % * 2,7) augmente de nouness reste significativement (p<0,05)

inférieure a la quantité initiale apres isolement.

L'identification des ROS est réalisée en préseneanmdnganese (lll) tetrakis(1-methyl-4-
pyridyl)porphyrine (MnTMPyP) et de polyéthyléne gty-catalase (PEG-catalase) afin de
mettre en évidence respectivement les anions sxyro(Q) et le peroxyde d’hydrogene
(H20,). Apres traitement avec les molécules, la fluease émise par la DHE est

inversement proportionnelle a la quantité g'@u HO, présente.
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Figure 5-16.Quantification des anions superoxyde (0 produits par les flots pancréatiques de Rat a lide d'une
sonde de Dihydroéthidium (DHE) en présence de MnTMPyP

Les flots pancréatiques sont prélevés immédiatement aprés 12H, 24H, 48H de culture, congelés et cagpa 4pm.
Les résultats sont exprimés en valeur moyenne + ESMeda fluorescence émise par la sonde DHE. Chaque éxignce
est effectuée trois fois de maniere indépendante gbur chaque expérience les intensités de fluoresm® sont mesurées

a partir de 5 Tlots pancréatiques différents mais gsents sur la méme coupe. ***<p0,001 ; **p<0,01*p<0,05.

D’apres lafigure 4-16, l'intensité de fluorescence émise par la DHE sighificativement
(p<0,001) augmentée de 2 fois (208,1 % +7,8) apBekeures de culture par rapport a TO
(100 % * 4,2), donc la quantité ddQ@liminue. La diminution et le maintien d’une intéésle
fluorescence faible, 160,6 % + 12,9 (p<0,05), 184,* 13,1(p<0,05) apres 24 et 48 heures
de culture respectivement, témoigne d’'une augmentatgnificative de la quantité d:Opar
rapport & T12H. Bien que la quantité g’@Qugmente apres 12 heures de culture, elle reste
significativement plus faible par rapport a TO.

134



— 125- g
o =
l_ L
= 1004 e —
=1]
=] s
S 75- TO
=]
w —
2 50+
o
=
L 254
LLi
I
Q o
T0 Ti12H T24H T48H T24H T48H

Figure 5-17.Quantification du peroxyde d’hydrogéngH,0,) produit par les Tlots pancréatiques de Rat a I'ale d'une
sonde de Dihydroéthidium (DHE) en présence de PEG-adase.

Les flots pancréatiques sont prélevés immédiatement aprés 12H, 24H, 48H de culture, congelés et cagpa 4pm.
Les résultats sont exprimés en valeur moyenne + ESMeda fluorescence émise par la sonde DHE. Chaque éxignce
est effectuée trois fois de maniére indépendante gbur chaque expérience les intensités de fluoresme sont mesurées
a partir de 5 Tlots pancréatiques différents mais gsents sur la méme coupe. **p<0,01 ; *p<0,05.

*p<0,05.

Concernant la génération @8, (Fig.4-17) les quantités produites sont croissantes en
fonction du temps de culture. En effet, I'intensi fluorescence émise par la DHE diminue
au cours du temps. Immédiatement apres isolensefitidrescence émise par la DHE (100 %
+ 4,4) diminue significativement (p<0,01) pour aithe 55 % + 4,2 apres 48 heures de
culture. Ces résultats suggéerent que le tempsltdeeinduit la génération d’}D..

En résumé d’apres lableau 4-1 la quantité de ROS produites varie au cours thpse La
quantité d’'Q diminue apres 12 H et se maintient jusqu'a 48 tetmadis que la quantité
d’'H,O, augmente progressivement au cours du temps deeulles résultats suggerent que
la source des ROS change au cours du temps, lessasuiperoxyde semblent jouer un réle
durant la période post-isolement et la génératierperoxyde d’hydrogéne semble corréler

avec la mise en culture des Tlots.
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TO T12H T24H T48H

ROS totales 100 % 4 76 % 4\ 59 % $73%
(0 )% 100 % --- -- --
H,0, 100 % + ++ +++

Tableau 5-1. Résumé des variations (par rapport a TOjle la production d’espéeces réactives de I'oxygen®OS),

d’anion superoxyde (O2-) et de peroxyde d’hydrogen¢H202) par les flots pancréatiques au cours du tgps de
culture.

L’étude du stress oxydant est complétée avec U@t@n de la capacité anti-oxydante totale
des ilots. Ces mesures s’effectuent par la métA@IeS et permettent d’évaluer la libération

d’entités anti-oxydantes dans le surnageant dareuttes ilots pancréatiques.
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Figure 5-18. Evaluation de la capacité antioxydanttotale de surnageants d'flots pancréatiques de Raar la méthode
ABTS.

Les surnageants de culture d'llots pancréatiques sbprélevés immédiatement ou aprés 12H, 24H, 48H aeilture. Les
résultats sont exprimés en valeur moyenne + ESM paapport a la gamme standard de TROLOX. Chaque expégnce

est effectuée trois fois de maniére indépendante eoublet. **p<0,01, *p<0,05.

Ainsi, la quantité d’entités anti-oxydantes libégar les flots est maximale (2,8 mmol4
0,02) aprés 12 heures de cultufgg( 4-18. La production d’entités anti-oxydantes est
significativement plus grande que celle immédiaternaprés isolement (2,5 mmél.k+ 0,06 :
p<0,05) ou aprés 24 heures de culture (2,5mth#l0,07 ; p< 0,01).

5.1.1 Discussion : Les ilots sont pro-inflammatoires et pro-oxydants en culture

Cette premiere partie avait pour objectif de démeynta mise en place d’'un processus
inflammatoire au cours de la culture des ilots peatcques. Pour ce faire, nous avons étudié
plus particulierement la voie des Toll-like récepte En effet, une équipe a montré que
I'échec de la greffe dlots peut étre initié pdrRR et TLR4 et suggérent que la protéine
HMGB1 (« high mobility group box-1» ; = ligand ergéme des TLRs) pourrait contribuer a
cette activation (Kruger, et al., 2010). Ces redgslbnt été confortés une autre équipe qui a
démontré que l'activation de TLR-4 participe a liéc précoce de la transplantation d’ilots
(Gao, et al., 2010). Ici, nous avons démontré {la Etait pro-inflammatoire en culture et
que cette inflammation était a l'origine de l'actiwn des TLRs pendant les étapes
d’isolement et de culture des ilots.

L’utilisation de PCR arrays a permis de réalisecublage de 84 genes. Parmi tous les genes

criblés, nous avons mis en évidence I'activationaide d’effecteurs tels quef-«xb2, Cox-2
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et de médiateurs tels q@xl2, I1I-6 etll-10. Ces résultats préliminaires ont permis de valider
I'implication de la voie des TLRs dans les ilotscaitture(Vivot, et al., 2011).

Afin de valider ces données préliminaires, des eégfualus précises ont permis d’établir les
profils d’activation et d’expression des genesésblAinsi au cours du temps de culture, nous
avons observé que I'activation et I'expression gexses des récepteurs TIr-2 et TIr-4 varient
au cours du temps. L'expression constitutive despteurs TLR-2 et TLR-4 par les ilots est
déja mentionnée dans la littérature (Kruger, et24110; Goldberg, et al., 2007). Au dela de
leur fonction immunitaire, les TLRs jouent un r@ssentiel dans I’homéostasie glucidique.
En effet, plusieurs études suggerent que les TlaREcipent au maintien de la fonction et de
la masse des cellulgis(Hutton, et al., 2010; Bollyky, et al., 2009). LEERs, en particulier
TLR2 et TLR4, sont également impliqués dans la ggghese du diabéete de type 1, la
dysfonction des celluleB du diabéte de type 2, et le rejet allogéniqueadgreffe dilots
(Wen, et al., 2004; Eguchi, et al.,, 2012; Goldbezg,al., 2007). Il convient donc de
s'interroger sur le rdle de ces mémes récepteurs daperte précoce des ilatsvitro. Les
variations d’activation et d’expression des TLRsatées suggerent I'implication de ces
récepteurs apres isolement et pendant le tempslagec Néanmoins, afin de confirmer ces
résultats, I'étude des effecteurs de la voie deRsTést nécessaire.

Immédiatement aprés isolement, les génes codantgmeffecteurs de la voie des TLRE(
kb2 et Cox-2 sont tres faiblement activés. Toutefois, leuivation est maximale aprés 12
heures de culture et décroit progressivement ageternps. L’activation de la voie de
signalisation des TLRs se traduit par la régulagonaval de molécules qui aboutissent a
I'expression des genddf-xB2, Cox-2 et la production de cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires. Dans notre étude, l'activation dgnesNfkb2 et Cox-2 sont les témoins
positifs de I'implication de la voie des TLRs. Cadant, la modulation de ces genes au cours
du temps suggere que l'activation des voies deaBgation se déroule dés les premiers
instants en culture. En effet, d’aprés nos résyltat pic d’activité deNfkb2 et deCox-2 se
situe apres 12 heures de culture. Ces donnéesemoatiéquation avec les résultats de la
littérature. En effet, une étude a démontré quadetien des ilots de souris en culture induit
I'activation deCox-2 comparé a des ilots fraichement isolés (Persaual,,e2004). De la
méme maniére, le réle central de NB-dans la médiation de la réponse inflammatoire des
flots in vitro a clairement été établi (Negi, et al., 2012). Mesples profils d’activation et
d’expression des médiateurs de I'inflammation ¢gl$l-6 et Ccl-2 suivent la méme tendance.
La production et la sécrétion de CCL2 par les ip@Becréatiques humains sont bien connues

(Piemonti, et al., 2002). Chez la souris et 'lhom@EL2 est associé a la sécrétion d’autres
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cytokines/chimiokines pro-inflammatoires telles ques, CXCL8 et CXCL1 (Melzi, et al.,
2010).

A linverse, HO-1 et IL-10 qui exercent une actvianti-inflammatoire ont des profils
opposés confortant I'’hypothese de l'activation po&c des voies pro-inflammatoires en
culture. En effet, le gendo-1 est progressivement activé et exprimé au coutemps. Bien
gu’lL-10 soit indétectable dans le milieu de cutwivant 24 heures, son expression semble
eégalement augmenter avec le temps. La faible ptmotud’lL-10 durant les 48 heures de
culture observée par une autre équipe est en a@ad nos résultats (Johansson, et al.,
2003). En outre, les données obtenues pour 'egioesle HO-1 par l'ilot sont en adéquation
avec les résultats d’une autre étude (Pileggil,.e2@01).

Au-dela de l'activation des effecteurs et des média de I'inflammation, cette étude permet
d’intégrer ensemble les évenements inflammatoeedésoulant au cours du temps de culture
des flots. Pour la premiere fois, I'ensemble dedmmées met en évidence le déroulement de
la réponse inflammatoire des flatsvitro. Plus précisément, nos résultats suggérent la mise
en place d'une réponse TLR-dépendantevitro dont le pic d’activation semble culminer
aprés 12 heures apres l'isolement. Pour contrechaseeffets délétéres de la réponse pro-
inflammatoire, I'llot semble déclencher sa défeast-inflammatoire plus tardivement, avec
notamment la production et la sécrétion d’'IL-1@etHO-1 24 heures apres isolement.

Etant donné que la réponse inflammatoire induipfeduction de ROS et inversement la
production de ROS peut également induire une ré@poriemmatoire, nous avons étudié la
production de ROS au cours du temps de cultureswans ainsi observé que la production
de ROS est maximale immédiatement apres isolemenganre au cours du temps. En
revanche, le phénotypage des ROS indique que taesdes ROS change au cours du temps.
Ainsi, la quantité d'@ est maximale immédiatement apres isolement, dienmapidement
aprés 12 heures de culture pour augmenter de realimétée. La production élevee ;O
observée apres isolement pourrait étre a l'origlad’activation deCox-2 12 heures apres
isolement. En effet, des chercheurs ont mis eneéeiel que I'augmentation de la production
de ROS mitochondriales induit I'activation dé-«B qui conduit a son tour a I'activation et
I'expression de Cox-2 (Kiritoshi, et al., 2003). & a la production d’}D, elle ne cesse
d’augmenter avec le temps. Ces résultats sontigssdaine capacité antioxydante totale qui
est maximale apres 12 heures de culture. Les agsalbtenus avec la quantification des ROS
sont en adéquation avec d’autres travaux qui dhséita production de ROS par les ilots
comme marqueur de la fonctionnalité des ilatsitro (Armann, et al., 2007). De la méme

maniere, il a été démontré que l'usage de MnTMRyRlpgue perméant membranaire de la
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superoxyde dismutase) améliore la viabilité dets fmmains exposés a un stress oxydant
vitro (Moriscot, et al., 2007). Ainsi, comme le démortes 2 études, les ROS sont largement
impligués dans le contexte de la transplantatiofiotd’ pancréatiques. Par contre,
contrairement a une autre équipe qui a observéarexydation des lipides apres 24 heures
de culture (Armann, et al., 2007), nous n’avonsmisen évidence de peroxydation lipidique
(résultats non montrés) au cours de notre étudés lmaghénotypage de source des ROS
produites et sa variation au cours du temps sermbéten corrélés avec la mise en place de la
réponse inflammatoire.

Ainsi, ces résultats démontrent la mise en placm girocessus pro-inflammatoire et pro-
oxydant par I'llot apres isolement et au coursetugds de culture défavorisant le succes de la

transplantation.

L’ensemble de ces données indique qu'il existerandulation des voies pro-inflammatoires
et pro-oxydantes pendant la culture des Tlots gaticues. Une étude plus précise de ces
voies avec l'usage dinhibiteurs et d’activateurss ddifférentes cibles préalablement
sélectionnées devrait permettre de comprendre girégser le réle de ces médiateurs de

I'inflammation.
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5.2 Evaluation du réle des TLRs dans ce processus inflammatoire in vitro

= Le CoPP induit I'activation et I'expression de Ho-1

Suite aux résultats obtenus et pour reproduire sumles conditions pré-cliniques de la
transplantation, nous avons fait le choix de tilasur un seul temps de culture d'ilots (24
heures). D’autre part, afin de simplifier les asaly, nous n’étudierons plus que I'activation
génique des voies de signalisation identifiéesgatémment (TLRs, NkB2, COX-2 et HO-

1). Les médiateurs de l'inflammation tels que I18L-IL-10 et CCL2 seront quant a eux

analysés par qPCR et ELISA.

Dans une premiere étape, le modéle d’activatioRlald par la protoporphyrine XI de cobalt
(CoPP) a été mis en place. Ainsi, nous avons gali€ gamme de concentration de CoPP et
étudié l'activation génique et I'expression prot&giu génélo-1 sur une lignée de cellufe

les cellules RINmM5fKig. 4-19.
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Figure 5-19. Quantification de I'activation génique(qPCR) et de I'expression protéique (Western Blotjle HO-1
induites par la protoporphyrine de Cobalt (CoPP) das des cellules RINm5f.

Les protéines et les ARNm de cellules RINm5f sont &aits aprés 24H de culture en présence de différées
concentrations de CoPP. L'expression protéique, expnée par rapport au ratio HO-1 / ACTINE, et I'activation
génique relative de Ho-1 sont reportées selon lalear moyenne + ESM de la quantité d’ARNm. Chaque eérience

est effectuée au moins trois fois de maniere indémante (en doublet pour la gPCR).

Nous avons observé que CoPP aul.I"* n‘avait pas d’effet sur I'activation et I'expressio
de HO-1 aprés 24 heures de culture. HO-1 est aatjartir de 4@mol.I'* de CoPP avec un
effet plateau entre 80 et 1@@nol.I'*. Ces résultats sont associés & une absence d#éoxi
(vérifiee par une mesure de l'activité mitochonkériarésultats non montrés). Ainsi, nous
avons choisi d'utiliser le CoPP a 10fhol.I* afin d'induire une activation et une expression
du géneHo-1 optimale.
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= Ho-1, Cox-2 et Nkb2 sont impliqués dans ce processus inflammatoire

Ho-1

* % %
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Figure 5-20. Quantification relative de ’TARNm transcrit du géneHo-1 a partir d’extraits d'llots pancréatiques de Rat
par qPCR.

Les flots pancréatiques sont traités pendant 24H awede la protoporphyrrine de Cobalt (CoPP) ou CLI-0% ou
OxPAPc. Suivant les conditions, CoPP est associé mon sous forme d'un co-traitement (CLI-095 + CoPPOxPAPCc +
CoPP). Les Tlots pancréatiques non traités sont cadgrés comme contrbles (CTL). Les résultats sont expnés selon
le pourcentage de la valeur moyenne + ESM de la guiété d’ARNm par rapport au CTL. Chaque expérience est
effectuée au moins trois fois de maniére indépendamen doublet. ***p<0,001 ; **p<0,01 ; *p<0,05.

D’apreés lafigure 4-20, CoPP induit une activation significative du gét® 1 (549 % + 49,2 ;
p<0,001) par rapport aux conditions controles (%@ 5,9). Ces résultats confirment le réle
activateur de CoPP sur Ho-1 dans IMlot (controtesifpf). CLI-095 induit une inhibition
significative (60,63 % + 3,8 ; p<0,01) du géde-1, tandis que OxPAPc induit une activation
significative (299,1 % * 42,5; p<0,01) ddo-1 par rapport aux conditions contrbles. Le
pourcentage d’activation du gene Ho-1 augmenteifgigivement aprés traitement avec
CLI-095 + CoPP (351,6 % = 57,9 ; P<0,01) ou OxPARCoPP (297,6 % * 24,8 ; p<0,001)
par rapport aux conditions contrdles. Toutefoistecactivation n’atteint pas celle induite par
CoPP seul.
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Figure 5-21. Quantification relative de '’'ARNm transcrit du geneCox-2 a partir d’extraits d'ilots pancréatiques de
Rat par gPCR.

Les ilots pancréatiques sont traités pendant 24H awede la protoporphyrrine de Cobalt (CoPP) ou CLI-0% ou
OxPAPc. Suivant les conditions, CoPP est associé mon sous forme d’'un co-traitement (CLI-095 + CoPPOxPAPc +
CoPP). Les ilots pancréatiques non traités sont cadgrés comme contrbles (CTL). Les résultats sont expriés selon
le pourcentage de la valeur moyenne + ESM de la quaié d’ARNm par rapport au CTL. Chaque expérience e$

effectuée au moins trois fois de maniére indépendanen doublet. ***p<0,001, **p<0,01.

L’activation du géne&Cox-2(fig.4-21) est inhibée par le traitement avec CoPP (35,526

p<0,001), CLI-095 (61,9 % + 1,1 ; p<0,001) ou OxRABL,1 % * 2,2 ; p<0,001) par rapport
aux conditions contréles sans traitement (100 %7} ette inhibition est amplifiée par les
co-traitements CoPP + CLI-095 ou CoPP + OxPAPcptercentage d’activation du gene
Cox-2 est significativement diminué aprés traitementca@ePP + CLI-095 (16,8 % + 2,5;
p<0,001) ou CoPP + OxPAPc (7,4 % £ 1,3 ; p< 0,Qtdr) rapport aux conditions contrdles

sans traitement.
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Figure 5-22. Quantification relative de 'ARNm transcrit du géneNf-xb2 a partir d’extraits d'flots pancréatiques de
Rat par gPCR.

Les Tlots pancréatiques sont traités pendant 24H awede la protoporphyrrine de Cobalt (CoPP) ou CLI-0% ou (B)
OxPAPc. Suivant les conditions, CoPP est associé mon sous forme d'un co-traitement (CLI-095 + CoPPOxPAPCc +
CoPP). Les Tlots pancréatiques non traités sont cadgrés comme contrbles (CTL). Les résultats sont expnés selon
le pourcentage de la valeur moyenne + ESM de la quai® d’ARNm par rapport au CTL. Chaque expérience e$
effectuée au moins trois fois de maniére indépendamen doublet. ***p<0,001 ; **p<0,01 ; *p<0,05.

L’étude deNf-«xB2 (fig.4-22) montre une activation du géne par le traitememic a@oPP
(220,3 % + 13,41; p<0,001) par rapport aux condgigcontroles sans traitement (100 % +
12.1). De la méme maniere, les traitements avee0Qblet OXPAPCc induisent son activation
(140,3 % + 6,4 ; p<0,05 et 122,2 % + 20,42 respectent) par rapport aux conditions
contrdles. Par contre, I'activation 8-«xB2 est plus importante apres co-traitement avec CLI-
095 + CoPP (150,9 % + 13,7 ; p<0,05), tandis gaetivation deNf-«xB2 en présence de
OxPAPc + CoPP est équivalente (98,98 % + 7,6) aport aux traitements avec CLI-095 ou
OxPAPc.
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» Seule l'activation du gene TIr-4 est influencée pat’induction de HO-1 ou
I'inhibition des TLRs
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Figure 5-23. Quantification relative de 'ARNm transcrit du géne TIr-2 a partir d’extraits d'ilots pancréatiques de Rat
par qPCR.

Les Tlots pancréatiques sont traités pendant 24H awede la protoporphyrrine de Cobalt (CoPP) ou CLI-0% ou
OxPAPc. Suivant les conditions CoPP est associé won sous forme d'un co-traitement (CLI-095 + CoPP; QPAPC +
CoPP). Les Tlots pancréatiques non traités sont cadgrés comme contrbles (CTL). Les résultats sont expnés selon
le pourcentage de la valeur moyenne + ESM de la quai® d’ARNm par rapport au CTL. Chaque expérience e$

effectuée au moins trois fois de maniére indépendanen doublet.**p<0,01 .

D’aprés lafigure 4-23 le traitement avec CoPP n’influence pas l'actoratdu génerlr-2.
L’activation du gendIr-2 n'augmente pas significativement aprés l'inductiteHo-1 (111,
3 % = 15) par rapport aux conditions contrbles (0@&3,2). Toutefois, I'utilisation de CLI-
095 ou OxPAPc diminue significativement I'expressigenique deTlr-2. L'inhibition des
voies de signalisation TLR-4 dépendantes (CLI-08b)celles induites par TLR-4 et TLR2
(OxPAPCc), diminue significativement l'activation dy¢éneTIr-2 (82,9 % * 1,8 (p<0,01), et
70,4% * 6,9 (p<0,01) respectivement) par rappoxt @antroles (100 % = 3,2). Toutefois,

cette inhibition n’est pas retrouvée lors d’'un @itement avec l'activateur déo-1.
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Figure 5-24. Quantification relative de '’ARNm transcrit du geneTIr-4 a partir d’extraits d'flots pancréatiques de Rat
par gPCR.

Les flots pancréatiques sont traités pendant 24H awdA et B) de la protoporphyrrine de Cobalt (CoPP)u (A) CLI-
095 ou (B) OxPAPc. Suivant les conditions CoPP ea$socié ou non sous forme d’un co-traitement ((A) lG-095 +
CoPP; (B) OxPAPc + CoPP). Les ilots pancréatiques ndraités sont considérés comme contrdles (CTL). Legsultats
sont exprimés selon le pourcentage de la valeur meyne + ESM de la quantité d’ARN par rapport au CTL Chaque

expérience est effectuée au moins trois fois de mare indépendante en doublet.**p<0,01 ; *p<0,05.

L’activation du geneTlr-4 (fig.4-24) est inhibée par I'induction d’'HO-1 ou par l'inhiioin
des TLRs. Le pourcentage d’activation du gé&ired ne diminue pas significativement aprées
traitement avec CoPP (61,5 % + 14,2) par rappactcaunditions contrdles sans traitement
(100 % = 9,2). En revanche, les traitements avele0®b (58,5 % * 6,4 ; p<0,05) ou OxPAPc
(60,7 % = 17,1) induisent une diminution signifigatde I'activation deTlr-4 par rapport au
contrbles. Cette inhibition est significativementcantuée lors d’'un co-traitement avec
I'activateur deHo-1. Le pourcentage d’activation du génk-4 diminue et atteint 35,4 % +
1,9 (p<0,01) apres traitement avec CLI-095 + CoRBhQ6 % + 8,7 (P< 0,01) avec OxPAPC

+ CoPP par rapport aux conditions controles saietnent.
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Figure 5-25. Quantification relative de '’'ARNm transcrit du geneCcl2 et de la sécrétion de CCL2 dllots

pancréatiques de Rat par qPCR et ELISA

Les flots pancréatiques sont traités pendant 24H awede la protoporphyrrine de Cobalt (CoPP) ou CLI-0% ou
OxPAPc. Suivant les conditions CoPP est associé won sous forme d’'un co-traitement (CLI-095 + CoPP; QPAPc +
CoPP). Les flots pancréatiques non traités sont cddgrés comme contr6le (CTL). Pour I'activation génige, les
résultats sont exprimés selon le pourcentage de laaleur moyenne + ESM de la quantité d’ARNm par rapprt a la
condition CTL. Chaque expérience est effectuée auaims trois fois de maniére indépendante en doublé&t*p<0,001 ;
*p<0,01, *p<0,05. Pour I'expression protéique, lesésultats sont exprimés selon la quantité de praotge en pg/ml.

Chaque expérience est effectuée au moins trois fale maniére indépendante. ###p<0,001 ; ## p<0,0& p<0,05

D'apres lafigure 4-25 I'activation et I'expression du gen@cl2 sont significativement
inhibées par I'induction de Ho-1. Apreés traitemawnec CoPP, I'activation décl2 est inhibée
(18,6 % + 4,3 ; p<0,001) par rapport aux conditionstrles sans traitement (100 % + 3,8).
L’induction de HO-1 inhibe également I'expressiasgrotéines CCL2 (2648 / ml £ 3,7 ;
p<0,01) par rapport aux conditions contréles (4@9 ml = 7,2). De plus, I'inhibition des
voies de signalisation TLR-4 dépendantes (CLI-088)it une inhibition de I'expression des
protéines CCL2 (489 / ml £ 8,3, p<0,05) par rapport aux contrélesnhibition des voies de
signalisation TLR-4 et TLR-2 dépendantes par OxPARes peu d’effet sur I'activation et

I'expression de CCL2 par rapport aux conditionstices.
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L’activation relative deCcl2 est diminuée apres l'inhibition des voies de digation TLR-4
dépendante et I'induction de Ho-1 (CLI-095 + Co$H,42 % * 6,95 ; p<0,01) par rapport
aux conditions controles sans traitement (100 % ,85)3 L'inhibition des voies de
signalisation TLR-4 et TLR-2 dépendantes et I'intlut concomitante délo-1 (OxPAPCc +
CoPP) (28,59 % + 2 ; P< 0,001) conduit égalememtti inhibition.
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Figure 5-26.Quantification de I'expression relativegénique et de la la sécrétion d’ll-6 a partir d’ekraits d'flots
pancréatiques de Rat par qPCR et ELISA.

Les ilots pancréatiques sont traités pendant 24H awede la protoporphyrrine de Cobalt (CoPP) ou CLI-0% ou
OxPAPc. Suivant les conditions CoPP est associé won sous forme d'un co-traitement (CLI-095 + CoPP; QPAPC +
CoPP). Les flots pancréatiques non traités sont cadérés comme contrbles (CTL). Pour l'activation génige, les
résultats sont exprimés selon le pourcentage de lealeur moyenne * ESM de la quantité d’ARNm par r@port a la
condition CTL. Chaque expérience est effectuée auaims trois fois de maniére indépendante en doublé&t*p<0,001 ;
*p<0,01 , *p<0,05. Pour I'expression protéique, lguantité de protéine est exprimée en pg/ml. Chaquexpérience est

effectuée au moins trois fois de maniére indépendamn ## p<0,01 ; # p<0,05.

D’apres lafigure 4-26, I'activation et I'expression d’'ll-6 sont compates avec celles de

Ccl2. Apres traitement avec CoPP, I'activatiofi-@’est inhibée (25,3 % * 8,1 ; p< 0,05) par
rapport aux conditions controles sans traitemed® % * 3,8 et 100 % + 8,1). L’induction de
Ho-1 inhibe également I'expression d’IL-6 (410,7 pgAdl09, 8 ; p<0,01) par rapport aux
conditions controles (77,8g / ml £ 7,2 et 3504,3 pg/ml £ 570 respectivemeb®. plus,
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I'inhibition des voies de signalisation TLR-4 dépantes (CLI-095) induit une inhibition de
I'expression d’IL-6 (1446,7 pg / ml £ 249,3 ; p<B)Qoar rapport aux controles. L’inhibition
des voies de signalisation TLR-4 et TLR-2 déperslamar OXPAPc n'a pas d'effet sur
I'activation et I'expression d’ll-6 par rapport awonditions contrdles. En revanche, les co-
traitements diminuent significativement [I'activatiod’ll-6 par rapport aux conditions
contréles sans traitement (100 % * 3,85) soit 8,9 41 (p<0,01) avec CLI-095 + CoPP ou
20,2 % + 1,8 (P< 0,01) avec OxPAPc + CoPP. Cepéndatte inhibition est plus faible que

celle induite par CoPP seul.

» L’induction de Ho-1 et I'inhibition des TLRs diminu ent la production de ROS

ROS totales

DHE Fluorescence
(% CTL)

CTL CoPP  CLI-095 CLI-095 OxPAPc  OxPAPC
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CLI-095 OxPAPc
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Figure 5-27. Quantification des espéces réactives oxygene (ROS) produites par les flots pancréafiies de Rat &

I'aide d'une sonde de Dihydroéthidium (DHE) apres teitement.

Les flots pancréatiques sont traités pendant 24H awede la protoporphyrrine de Cobalt (CoPP) ou CLI-0% ou
OxPAPc. Suivant les conditions CoPP est associé aon sous forme d'un co-traitement ((A) CLI-095 + ColP;
OxPAPc + CoPP). Les ilots pancréatiques non traitésont considérés comme contréles (CTL). Les résultators
exprimés en valeur moyenne + ESM de la fluorescenéenise par la sonde DHE. Chaque expérience est efigét de
maniére indépendante avec au moins trois lames diffentes et pour chaque expérience les intensités fiigorescence

sont mesurées a partir de 5 flots pancréatiques @frents. ***p<0,001, **p<0,01.

L’induction deHo-1 (CoPP) inhibe la production de ROS (40,14 % + 4,420,01) {ig.4-
27). L'inhibition des voies de signalisation TLR-4 @#plantes (CLI-095) ou I'inhibition des
voies de signalisation TLR-4 et TLR-2 dépendant®&xPAPc) induit une diminution
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significative (38,83 % = 4,8 (p<0,01); 30,14 %2£5 (p<0,001) respectivement) de la
qguantité de ROS par rapport aux conditions corgr8ns traitement (100 % + 5,4). Cette
inhibition est amplifiée apres co-traitements CBI-® CoPP (15 % + 0,88 ; p<0,001) ou
OxPAPc + CoPP (18,74 % + 2,04 ; P< 0,001) par rdppox conditions contrbles sans

traitement.

Capacité antioxydante totale

2.154 *
%k %k E3

TROLOX equivalent
(mmol.l 1)

1.554

CTL CoPP  CLI-095 CLI-095 OxPAPc OxPAPC
+ CoPP + CoPP

Figure 5-28. Evaluation de la capacité antioxydanttotale de surnageants d'flots pancréatiques de Raar la méthode
ABTS.

Les surnageants de culture d'flots pancréatiques sbrprélevés aprés 24H de culture. Au préalable, ledlots
pancréatiques sont traités pendant 24H avec de largioporphyrine de Cobalt (CoPP) ou CLI-095 ou OxPAPc
Suivant les conditions CoPP est associé ou non sdasmne d'un co-traitement ((A) CLI-095 + CoPP; (B) O<PAPc +
CoPP). Les résultats sont exprimés en mmollde TROLOX équivalent selon la valeur moyenne + ESMar rapport a
la gamme standard de TROLOX. Chaque expérience esffectuée au moins trois fois de maniére indépendaamten
doublet. **p<0,01, *p<0,05.

D’aprés lafigure 4-28, la production d’entités anti-oxydantes par lessilest augmentée en
présence de CoPP (1,80 mmibl4 0,03 ; p<0,01), de CLI-095 (1,74 mmdl.t 0,14 ;
p<0,05) et de OxPAPc (1,852 mmdl.k 0,07 ; p<0,05) par rapport aux controles (1,55
mmol.r* + 0,04). La production d’entités anti-oxydante$ éguivalente aux contrdles en
présence de CLI-95 + CoPP (1,55 mnbH 0,07). Toutefois, en présence d’'OxPAPc +
CoPP, la production d’entités anti-oxydantes egtiicativement augmentée (1,61 mmol.|

+ 0,01 ; p< 0,05) par rapport aux conditions cdes&ans traitement.
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5.2.1 Discussion : Implication de la voie des TLRs

L’objectif de cette deuxieme partie estconfirmerl'implication de la voie des TLRs dans
processus inflammatoire initin vitro par les ilots. & son interaction reconnue avewoie
des TLRs(Shih & Yang, 2010; Goldberg, et al.,, 20, HO-1 estégalemeniune cible a
privilégier. Ainsi, le deuxiéme objectif de cettarfle est de démontre’intérét de cibler
conjointement HO-Et les TLRs pot prévenir ou limitefa réponse inflammatoilin vitro.
Nous avons démontré quedtivation de H(-1 par CoPPKig. 4-29A) induit I'activation de
Nf-xb2 et que I'effetinverse est obser avec l'inhibiteur de TLR4, CLI-095, Fig. 4-29B
tandis qu'aucun &t n’est observé av l'inhibiteur de TLR-4 et TLR2, OxPAPc Fig. 4-
29C). D’autres études ont déja montré que l'activatioiNF-«B peut étre diminuée par -1
(Tsoyi, et al., 2008), CLB95(Seki, et al., 2010) et OXxPAREIigini, et al., 200Z.
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Figure 5-29 Schéma des effets induits par les différentes ndémlules utilisée

(A) CoPP (Activateur de I'HéEme oxygénas-1) ; (B) CLI-095 (Inhibiteur de TLR-4) ; (C) OxPAPc (Inhibiteur de
TLR-2 et -4)

Comme pour la plupart des familles de facteursrdastription,chez les mammiféres
famille NF«B a de nombreux membrells comprennent RELA (p65), MxB1 (p50; p105),
NF-kB2 (p52; p100), iREL et RELB(Li & al, 2002). Ces protéines ont urrégion amino-
terminale structurellemerdonservéede 300 acides aminés, qui temt les domaines c
dimérisation, de localisatiomucléaire et de liaison a 'ADN.

Plus particulierement les protéines -kB1 et NFxB2 sont produites sous forme protéines
précurseurs, NkB1 p105 etNF-«xB2 pl00 respectivement. Cellesssont clivées par |
protéasome afin de produire les facteurs de trgoignr matures NFReB1 p50 € NF«B2 P52
kappaB2. En outrgy105 et p100 sorconnus pour fonctionner commeBs (inhibiteurs de

NF-kB), qui retiennent lesou«-unités associées de NB- dans le cytoplasme des cellu
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non stimulées (Beinke & Ley, 2004). Ainsi, nos téss suggerent que l'activation de NF-
kB2 observée en présence de CoPP pourrait exeradfainnhibiteur sur I'activation de NF-
kB via p100. Toutefois, OXPAPc ne semble pas inteeagc NFxB2.

NF-kB est un médiateur important de la voie des TLRsIQue soit I'adaptateur recrute, la
cascade de signalisation conduit a l'activatioiN8eB. Bien que NF<B soit un facteur de
transcription essentiel pour l'activation de noralsrgenes, il n'agit pas de facon isolé mais en
tant que composant d'une série complexe d'événentaptéculaires nécessaires pour la
transcription de génes. NdB interagit avec un certain nombre de facteurgalestription, y
compris C/ EBP, I'AP-1, Sp-1, LSR, STATG6 et SEFr(@ady & Chen, 2007). Ainsi, NF-kB
est clairement I'un des régulateurs les plus inaptst de l'activation des genes pro-
inflammatoires. Par conséquent, la synthése dekiogs, telles que TNE; IL-1B, IL-6, et
IL-8, est médiée par NkB comme I'expression de COX-2 (Tak & Firestein, 2D0

D’ailleurs, nous avons également observé une itibibde la sécrétion d’lIL-6 et de CCL2,
une inhibition de Il'activation du gen€ox-2 aprés induction d’'HO-1 avec CoPP ou le
traitement des ilots avec les inhibiteurs des TLRss inhibitions s’accompagnent d’'une
diminution de la production de ROS et d’'une augmigonh de la capacité antioxydante totale
(Fig. 4-29. Nos résultats sont en adéquation avec la litiégaqui confirme les effets anti-
inflammatoires de CoPP (Roach, et al., 2009; Shiiafag, 2010), de CLI-095 (Yamada, et
al., 2008; Kuper, et al., 2012; Aye, et al., 20E)de OxPAPc (Aye, et al., 2012; Eligini, et
al., 2002). Toutefois, l'action inhibitrice de CDB5 surHo-1 n’est pas relatée dans la
littérature, mais cette donnée suggére une véegitaigulation entre HO-1 et TLR-4.

D’aprés nos résultats, les effets induits par C&RP,095 et OXPAPCc se caractérisent par une
activité anti-inflammatoire et anti-oxydante. llutatout de méme noter que les effets anti-
inflammatoires semblent plus importants avec Co&Rapport a ceux induits des inhibiteurs
des TLRs. En revanche, les effets anti-oxydant$ éguivalents quelle que soit la molécule
utilisée. Ainsi, ces données suggerent une interaévidente entre I'inflammation et le stress
oxydant dans ce processus.

Par ailleurs, la régulation de l'activité NdB n’est pas exclusive a la voie des TLRs. Non
seulement les ROS sont capables d’activerkBFmais il existe un lien de réciprocité entre
les ROS et NReB. Ce dernier exerce un véritable role de régutatetgatif de l'activité
oxydante induite en réponse au stress et aux cwekiBubici, et al.,, 2006). Ainsi,
I'activation de Nf-xb2 et la production diminuée des ROS pourraient Ereeflet de ce
processus anti-inflammatoire et anti-oxydant. Evanehe, la diminution de I'activation de

Cox-2 la réduction de la production d’'IL-6, de CCL-2 tteet irréfutablement en évidence
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I'activité anti-inflammatoire des molécules utiés® En outre, nos résultats justifient le
ciblage de cette voie de signalisation pour prévdai développement du processus
inflammatoire dans I'iloin vitro.

D’autre part, nous avons démontré que l'activatiienHo-1 et I'inhibition de la voie des
TLRs de fagcon concomitante induit un effet antlanfmatoire et anti-oxydant encore plus
efficace que celui induit paflo-1 seul. Toutefois, en fonction de la voie des TLRdée les
résultats peuvent légerement varier. En effetetfets anti-inflammatoires et anti-oxydants de
CoPP et CLI-095 semblent étre induits par I'actorate I'inhibiteur de NReb, Nf-kb2 (Fig.
4-30A). Les effets engendrés par CoPP et OXPAPc semlgjeant a eux, se concentrer sur
Cox-2 Fig. 4-30B.

CLI-095 OxPAPc
A | B N
TLR-2 TLR-4 : TLR-2 TLR-4
copp W) CAT | copp P (V4)  CAT
(=) | (1)
\ / A I \ / A
v I v
HO-1 > NF-kKB2 — ROS I HO-1 > NF-KB2 <__° ROS
(™) (1) (V4d) (™) (=) (V4 d)
I
;/l\ I
I
IL-6 CCL2 COX-2 I IL-6 CCL2 COX-2
(V4 4) (4) (44) . (V4) (V) (V4 4)

Figure 5-30. Schéma des effets induits par les défientes molécules utilisées

(A) CoPP + CLI-095; (B) COPP + OXxPAPc

En outre, 'usage de ces molécules de fagcon simégtanontre qu’il existe un véritable réseau
d’interaction entre les différents médiateurs @blB’aprés nos résultats, le ciblage exclusif
de la voie des TLRs ou de HO-1 est moins efficacamyciblage simultané. Ces résultats
suggerent donc que les deux cibles étudiées caetrtbde maniere indépendante mais
synergique a la réponse inflammatoire observéde @bservation est justifiée par l'inhibition
accrue de COX-2, IL-6 et MCP-1 dans ce contexte.
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5.3 Caractérisation des réactions inflammatoires précoces chez le Rongeur

Comme évoqué précédemment, le modele «tubing wopst le « gold » standard pour
décrire IBMIR. Toutefois, convaincus que ce modelest pas assez précis pour décrire
I'aspect inflammatoire d’IBMIR, nous avons mis dage un modéle de transplantatiarsitu
mimant les conditions d'implantation d’ilots humsin

Plus précisément, nous avons choisi de travaillec ales rats Lewis syngéniques afin de
nous affranchir des réactions de rejet. Les ilotd ransplantés en intra-portale mais sont
dirigés par clampage dans le lobe caudé hépatituele faciliter I'étude histologique. Nous
avons également utilisé des billes de dextran rese> afin de créer un véritable controle de
chirurgie (Sham).

La premiere étape de cette étude vise a contrdlprdsence des ilots ou billes transplantés
(Fig 4-149. Comme on peut le remarquer sur la photographiee astade précoce de
transplantation, les ilots pancréatiques sont reonbolisés dans les veinules et présentent un
marquage positif a I'insuline. Les billes de dertsmnt également facilement retrouvées dans

le foie.

A

Figure 5-31. Contrdle de la présence (A) des ilopgncréatiques et (B) des billes de dextran aprésansplantation et

injection intra portale chez le Rat.

Les Tlots sont transplantés et les billes sont injeges dans le foie des animaux. Les foies sont préevimmeédiatement
ou 2H apres injection. La visualisation s'effectue @ microscopie (x 400). Les filots sont marqués par

immunohistochimie avec un anticorps anti-insulineLes billes sont colorées par coloration PAS modifiée

La présence des filots / billes transplantés esbmalition requise pour que les prélévements
soient inclus dans l'étude. Parmi les 31 rats pkamdés, les flots pancréatiques ont été
retrouvés dans le foie de seulement 22 rats (ansi®prélevements pour chaque condition).

Les billes ont été mises en évidence dans le ®i@ddanimaux parmi les 44 transplantés.
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= La transplantation d'ilots ou de billes de dextraninduit la production d’IL-6 et

d’ e2-macroglobuline apres transplantation

Nous avons ensuite analysé I'évolution de deux oers plasmatiques de I'inflammation

apres transplantation.

a 2-Macroglobuline
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Figure 5-32. Quantification de I'expression de &2-macroglobuline plasmatique apreés transplantatiord’ilots ou
injection de billes de dextran par ELISA.
Les plasmas de rats injectés sont obtenus a partirudprélevement de sang total récolté immédiatementuo 4H, 8H,
12H, 24H aprés injection. Les résultats sont expringselon la concentration moyenne de protéines @g de protéine
par ml de plasma f1g / ml). Chaque expérience est effectuée au moinmsis fois de maniére indépendante. ***p<0,001
par rapport a TO ilots ; #p<0,05, ##p<0,01, ### p<QQ1 par rapport a TO billes.

Les résultats indiquent que aB-macroglobuline (protéine de la phase aigué de
I'inflammation) est produite aprés transplantati@a production s’éléeve significativement
(p<0,001) 8 heures aprées transplantation d’ilo#3,2ug / ml = 0,52vs64,9ug / ml = 8,5
immédiatement apres transplantation)ig(4-32. La quantité di2-macroglobuline
plasmatique ne cesse d’augmenter significativenusigu’'a 24 heures (906, / ml £ 48,1 ;
p<0,001). De maniére comparable a la transplamtaditiots pancréatiques, la libération
plasmatique di2-macroglobuline augmente progressivement et sogivement par rapport

a TO apreés transplantation de billes. La conceantrat'a2-Macroglobuline atteint 834,5 pg /
ml £ 14,3 (p<0,001) vs 49,6 £ 15,6 a4 TO.
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Figure 5-33. Quantification de I'expression de I'll-6 plasmatique aprées transplantation d'ilots ou ingction de billes de
dextran par ELISA.

Les plasmas de rats injectés sont obtenus a partirudprélevement de sang total récoltés immédiatemeonu 4H, 8H,
12H, 24H apres injection. Les résultats sont expringselon la concentration moyenne de protéines en fdg protéine
par ml de plasma (pg / ml). Chaque expérience esffectuée au moins trois fois de maniére indépendaat *p<0,05 par

rapport a TO ilots ; #p<0,05, ##p<0,01, ### p<0,0Qhr rapport & TO billes.

D’autre part, la libération d’'IL-6 augmente sign#tivement aprés transplantation d’ilots ou
de billes. Les quantités d’IL-6 plasmatiques atteif leur maximum 4 heures aprés
transplantation d’flots et de billes soit 90 pg#il7 (p<0,05 par rapport a TO) et 152,2 pg/ml
+ 38,9 (p<0,05 par rapport a TO) respectivementsuiia la quantité IL-6 diminue
progressivement jusqu'a 24 heures pour atteindsevddéeurs comparables a TO, soit 8,8
pg/ml £ 0,8 (ilots) et 14,4 pg/ml £ 4,3 (billes).o@me pour k2-macroglobuline, la

production d’IL-6 suit la méme tendance aprés phmgation d’'ilots ou de billes={g. 4-33.
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» La production d’IL-6 précede celle d'a2-macroglobuline aprés transplantation
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Figure 5-34. Représentation de I'expression de é2-Macroglobuline et I'lL-6 plasmatique aprés transpantation
d'flots (A) ou injection de billes de dextran(B) pa ELISA.

Les plasmas de rats injectés sont obtenus a partirudprélevement de sang total récolté immédiatementuo 4H, 8H,
12H, 24H aprés injection. Les résultats sont expringselon la concentration moyenne de protéines @g de protéine
par ml de plasma fig / ml) pour I'a2-Macroglobuline et en pg de protéines par ml de pkma (pg / ml) pour I'lL-

6.Chaque expérience est effectuée au moins troissfale maniére indépendante. Pour IL-6 :*p<0,05 parapport a TO ;

pour a2-Macroglobuline #p<0,05, ##p<0,01, ### p<0,001 papport a TO billes.

Lorsque I'on compare la production d’'IL-6 a celléa®macroglobuline Kig.4-32, on
remarque que la production d’'IL-6 précede de 8 éwlam production d2-macroglobuline

qui atteint son maximum a 24 heures alors queddymtion d’'IL-6 est minimale.
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= |l existe 2 périodes de relargage de peptide-C apédransplantation
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Figure 5-35. Quantification du relargage de peptideC plasmatique d'flots pancréatiques par ELISA.

Les plasmas de rats transplantés sont obtenus a partiu préléevement de sang total récoltés immédiateemt ou 2H,
4H, 8H, 12H, 24H apres transplantation. Le peptide-G&st dosé dans le plasma d’animaux sains (CTL S), digtiques
(CTL D) ou transplantés avec des flots. Les résultatont exprimés en pmol/ml selon la valeur moyenne ESM. Les

mesures sont effectuées a partir d’au moins troisl@smas d’animaux différents en doublet. **p<0.01.

L’analyse des médiateurs plasmatiques de l'inflationaest complétée par la quantification
du relargage de peptide-C plasmatique apres tramspion, témoin de la lyse des ilots et / ou
de leur fonctionnalitén vivo (Fig. 4-35. Immédiatement apres transplantation, un premier
relargage massif de peptide-C (524,2 pmol/l + 30@& détectable dans le plasma des
animaux transplantés avec des ilots. Toutefoigaleur €levée de I'erreur standard moyenne
(ESM) suggere la grande variabilité¢ de ce relaegh@ quantité de peptide-C diminue pour
atteindre 40,6 pmol/l £ 16,9 2 apres 4 heures &ege significativement 8 heures apres
transplantation (233,9 pmol / | £ 38,1, p<0,01).
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= La production de ROS hépatique est maximale 8 heuseapres transplantation
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Figure 5-36. Quantification des espéces réactives toxygene (ROS) produites par le foie de Rat adide d’une sonde

de Dihydroéthidium (DHE) apreés transplantation d’ilots ou injection de billes de dextran.

Les ilots et les billes sont injectés dans les foides animaux qui sont prélevés immédiatement ou 2HH, 8H, 12H
24H aprés injection. La visualisation s’effectue pamicroscopie a fluorescence (x 400) a 'aide d'ureonde DHE. Les
résultats sont exprimés en valeur moyenne + ESM da fluorescence émise par la sonde DHE. Chaque exjece est
effectuée de maniére indépendante avec au moins isdames différentes et pour chaque expérience legensités de
fluorescence sont mesurées a partir de 5 champs féifents. ***p<0,001 pour les foies transplantés awedes flots et

#p<0,05 pour les foies transplantés avec des billes

D’aprés la Figure 4-36, la production de ROS hépatiques augmente signiferaent
(p<0,001) 4 heures aprés transplantation d'llotscpEatiques (125,7 % + 1,39), atteint son
maximum apres 8 heures (130,5 % + 13,1), diminuésap2 heures (117,5 % + 2,3) et se
maintient jusqu'a 24 heures (120,9 % + 11,1) papoat a TO (100 % + 2,7). La production
de ROS hépatiques suit la méme tendance apregionjexvec les billes, la production de
ROS étant significativement (p<0,05) plus élevématimale (128% + 12,6) par rapport & TO
(100% + 18,01)
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» Les cellules inflammatoires infiltrent les Tlots 1Zheures aprés transplantation

D’aprés lafigure 4-37, la thrombine est produite immédiatement aprasspkantation et elle
est détectable durant les 24 premieres heurednaosiplantation d’ilots pancréatiques.

Les données montrent que les macrophages sont @saiys initialement dans le foie des
animaux transplantés. Les macrophages se regrouméntr des flots 8 heures apres
transplantation et infiltrent ces derniers dés2arie heure. 24 heures apres transplantation,
les 1lots transplantés sont totalement infiltrés.r&anche, les granulocytes sont peu présents
immédiatement aprés transplantation dans le foge atéemaux transplantés. L'infiltration
massive des granulocytes qui se déroule 12 heymes dransplantation, témoigne d’'un
recrutement cellulaire important. Enfin, les cahIINK sont présentes dans le foie des
animaux transplantés. Le recrutement et linfilbatdu greffon pour ces cellules suit le
méme cheminement que pour les neutrophiles. Qatinéiment, les cellules NK semblent

étre le type cellulaire le moins abondant apré#riation des flots.
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Figure 5-37. Analyse immunohistochimique de l'infilration leucocytaire et de la génération de thromhie aprés

transplantation intra portale d’flots pancréatiques.

Les foies de Rats transplantés sont prélevés immétkanent ou 2H, 4H, 8H, 12H 24H apres transplantationLa
visualisation s’effectue par microscopie (x 200). Iseilots pancréatiques sont immunomarqués et révélén rouge
(Cy3) et les cellules infiltrantes (macrophages, nérophiles, Natural Killer) et de la thrombine sont révélées en vert

(Alexa 488).

L’'injection avec des billes de dextraRig. 4-38 induit un recrutement retardé des cellules
inflammatoires par rapport a la transplantationotsi Il faut attendre 24 heures apres
transplantation pour visualiser le recrutementui@ile et seuls les macrophages semblent

impliqués dans ce processus. A l'inverse de lasptamtation d'lots, la thrombine n’est pas
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générée spontanément apres transplantation. Lasatésuggerent donc que la production de
thrombine est retardée et apparait progressivenaentcours des 24 heures post-

transplantation.
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Figure 5-38. Analyse immunohistochimique de l'infifration leucocytaire et de la génération de thromhie aprés

injection intra portale de hilles de dextran.

Les foies de Rats injectés sont prélevés immédiatemteou 2H, 4H, 8H, 12H 24H aprés transplantation. La
visualisation s’effectue par microscopie (x 200). lsecellules infiltrantes (macrophages, neutrophiles\atural Killer) et

de la thrombine sont immunomarqués en vert (Alexa&8).

16

w



= Un changement du profil protéomique hépatique appait 12 heures aprés
transplantation

Apres avoir constaté que le recrutement des cslloflammatoires s’effectue 12 heures aprés
transplantation, nous avons fait le choix d’analyes variations du protéome total des
extraits en fonction du temps. Pour ce faire, Ilgsa du protéome total d’extraits prelevés
immédiatement ou 12 heures aprés transplantatitoigda été effectuée.

Apres extraction et séparation par électrophoB&seplus de 500 spots de protéines ont été
repérésiig. 4-39. Parmi ces 500 spots, 7 d’entre eux ont été seéters et identifiés selon
leur profil d’expression différentielle entre lesnditions TO et T12 heures. Plus précisément,
les spots d’intérét ont été sélectionnés parcdsgsdint présents a TO et absents a T12 heures
ou l'inverse.
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Figure 5-39. Analyse comparative du protéome total’extrait de foie aprés transplantation intra portale d'flots par
électrophorese 2D.

Les foies des rats transplantés sont prélevés immétikment ou 12H apres transplantation.

Toutefois, il faut noter que parmi les spots sébectés, le profil d’expression du spot 1501
est different des autresrig 4-40. Ce type de profil correspond généralement a une

modification post-traductionnelle.
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Figure 5-40. Analyse comparative du spot 1501.
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Chaque spot a ensuite été identifié par spectroande masseT@b. 4-41). Les peptides

présents et identifiés sont soit impliqués danséjaonse inflammatoire (78kDa Glucose
regulated protein (GRP78) / Serine protease innlABN et T-Kininogen-1 (TK-1)) soit les

témoins d’'une activité cellulaire intense (Phosphogmutase-1 (PGM-1) / Triose-phosphate

isomerase (TPI) / Elongation factor 2 (eEF2) / @asbme subunit beta type 7).

Numéro de spot pg:tid dees Identification Poids r(rlm(cl:)laé)culaire PI
1501 302 78 kDa Glucose-regulated protein 72.3 4.9
2314 36 Serine protease inhibitor A3N 46,6 5,2
5410 46 T-kininogen-1 47.7 6.1
5411 17 Phosphoglucomutase-1 47.5 6.1
7117 51 Triosephosphate isomerase 26.8 7.7
7601 58 Elongation factor 2 35.2 6.4
4114 16 Proteasome subunit beta type 7 29.9 3,1

Tableau 5-2. Identification des protéines contenuedans les spots observés en électrophoreése 2D paecpométrie de

masse maldi tof tof.

Ainsi, ces résultats suggerent qu’il existe unduian du protéome hépatique en fonction du

temps post-transplantation.
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5.3.1 Discussion : Caractérisation d’IBMIR chez le Rat

Cette partie avait pour but de caractériser la mépanflammatoire du foie induite aprés
transplantation. Pour ce faire, nous avons faitchmix d'utiliser une technique de
transplantation intraportale hautement sélectivenpéant d’augmenter la densité des flots
transplantés et donc de faciliter 'analyse hisgi@ae. Ainsi, la premiéere partie de ce travail a
consisté a controler la présence des ilots pamguést ou des billes transplantés par
immunohistochimie ou coloration PAS respectivemé&et.marquage spécifique des fTlots et
des billes nous permet de valider leur présencte @&me technique a déja été décrite par
une autre équipe a I'exception faite que le lobmatique transplanté était différent. Ainsi, les
auteurs de cette étude ont démontré que la trartgptan dlots dans un lobe hépatique
unique conduit a une baisse identique de la glyeépar rapport aux conditions de
transplantation totale (Juszczak, et al., 2009).

De plus, nous avons également fait le choix dagilides animaux transplantés avec des billes
de dextran comme controle (Sham). Les billes dérdesutilisées mesurent la taille d’un ilot
équivalent soit approximativement 1pth et sont décrites comme inertes. L'intérét d’sditi
ces billes est d’évaluer I'impact réel des ilossplantés sur la réponse inflammatoire post-
transplantatoire précoce. Juszczak et al. ont ggatleutilisé les mémes billes de dextran afin
de valider leur modele de transplantation intragdercomme un outil d’'analyse histologique
quantitative de la survie du greffon d'lots (Jusig et al., 2009).

D’autre part, afin de quantifier I'inflammation, m® avons analysé I'évolution des marqueurs
systémiques de I'inflammation au cours du tempss Brécisément nous avons démontré que
I'IL-6 intervient dans ce processus et sa secrétians le plasma des animaux transplantés
précede la libération d2-macroglobuline. Bien qu’une différence significat entre les
animaux transplantés avec des ilots ou avec des Bibit mise en évidence, cette différence
mineure observée est difficilement interprétablan®le contexte de la transplantation d’ilots,
la sécrétion d’IL-6 post transplantation est unardg® bien connue (Barshes, et al., 2005).
D’autre part, des chercheurs ont démontré queb&adtion du2-macroglobuline est connue
pour étre un bon marqueur de lI'inflammation chematede laboratoire (Giffen, et al., 2003).
Ainsi, nos résultats confirment la survenue d’'uncessus inflammatoire. Toutefois, étant
donné qu’aucune variation des médiateurs analysépwn étre mise en évidence entre les
groupes d’animaux transplantés, ces données neefienn pas d’établir I'origine de
linflammation. L’augmentation post-transplantatiote |'a2-macroglobuline n’est pas

exclusivement due a l'inflammation générée par r@sence des filots, I'acte chirurgical y
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contribue de maniére significative. En effet, andre équipe a démontré que la production
d’a2-macroglobuline pouvait étre augmentée de 25dpres un acte chirurgical chez le rat
(Jinbo, et al., 2001). Etant donné que la chirungtiisée pour la transplantation d’ilots
pancréatiques de rat est beaucoup plus invasivee]lesutilisée pour I'hnumain, les analyses
effectuées ne sont pas adaptées pour étudieahmflation spécifiguement due a l'ilot.

Ainsi nous avons fait le choix de travailler en xiéme lieu sur un marqueur plus spécifique
de Iilot: le peptide-C. Comme démontré par Mobesg al.,, la lyse des filots post
transplantation se caractérise par un relargagenglaque de peptide-C (Moberg, et al., 2002;
Nilsson, et al., 2011). Nous avons mis en évidalamex périodes de relargage de peptide-C
qui reflétent la lyse des Tlots. La premiére péiedt immédiate apres transplantation, tandis
que la deuxieme a lieu plus de 8 heures apréspleartation. Le premier relargage de
peptide-C doit certainement étre di a la lyse s induite par I'acte chirurgical, tandis que
le deuxiéme relargage pourrait avoir plusieursiogg: soit I'implantation des Tlots et la
production physiologique de peptide-C par ces @esnsoit la lyse des ilots due aux réponse
inflammatoires précoces. Nos données sont en acerd les observations d’'une équipe
suédoise qui a démontré un pic de peptide-C uneshagares transplantation chez 'Homme
(Moberg, et al., 2002). En revanche, cette mémeéeéi’a pas mis en évidence un deuxieme
relargage de peptide C contrairement & ce que @mwoss observé. Ainsi, des études
histologiques plus précises des réactions inflaroimest précoces nous permettraient de
comprendre I'origine du deuxieme pic de peptide-C.

Comme évoqué précédemment, IBMIR est une réadtimmibotique et inflammatoire qui se
déroule immédiatement apres transplantation. Elleasactérise par I'activation des systémes
de la coagulation et du complément suivie par wnutement de cellules inflammatoires.
L’ensemble de ces évenements conduit a l'altéragib@ la lyse des flots pancréatiques
transplantés (Bennet, et al., 2000).

D’aprés nos analyses, nous avons pu observer gilreodiabine est générée immédiatement
apres transplantation et que sa présence perduweuasi du temps. Par contre, la production
de thrombine semble progressive pour les animaamsplantés avec des billes. Comme
'avait décrit une autre étude dans les années 2800qualifiant IBMIR de réaction
immédiate, nos résultats confirment le caractenmédiat de IBMIR avec la génération de
thrombine (Bennet, et al., 2000).

D’autre part, nous avons également observé le tmoent des macrophages dans ce
processus. Les cellules de Kupffer sont un médidataportant de l'inflammation dans les

sinusoides hépatiques, en tant que macrophagemésid foie, elles sont omniprésentes dans
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le foie et représentent approximativement 80% desrophages résidant chez 'homme
(Biozzi, et al., 1953). Nos résultats confirmenedas macrophages sont abondants dans le
foie. Durant les 4 premiéres heures aprés transgpian, les macrophages sont encore a
distance des ilots transplantés, tandis que 8 fepes transplantation les macrophages se
regroupent autour des filots transplantés. D’aprés observations, les macrophages
envahissent les Tlots 12 heures apres transplamtafiinsi, ces résultats montrent que
l'infiltration des filots coincide avec le deuxiemie de peptide-C observé. Ceci suggere que
les cellules inflammatoires infiltrantes pourrai@te a I'origine d’une lyse des flots et donc
de ce deuxiéme pic de peptide-C.

Concernant les granulocytes, trés peu de celldat détectables dans le foie des animaux
immédiatement aprés transplantation. De maniere pacable a [linfiltration des
macrophages, les granulocytes apparaissent audslitals 8 heures apres transplantation et
envahissent massivement le greffon a T12H. Lesoghites sont le chef de file de la famille
des granulocytes et la premiére ligne de défendénamunité innée (Kaufmann, 2008). En
raison de leurs origines communes, les neutropkildes macrophages partagent plusieurs
fonctions telles que la capacité de phagocytosepiteportement cinétique lors des infections
ou de l'inflammation ainsi que leur propriété immomodulatrice (Silva, 2010). Toutefois, les
neutrophiles apportent une contribution importaatd'activation et au recrutement des
macrophages sur le site d’inflammation aigué. Laesleur activation, ils générent divers
facteurs chimiotactiques qui attirent les monocy&tsles macrophages (« Macrophage
inflammatory protein-da », MIP-3x) (Chertov, et al., 1997). Nos observations ne pasten
accord avec les études faites par Moberg et al.auésurs ont utilisé un systénre vitro

« Tubing Loops » et ont observé que les granulscyieutrophiles sont le type cellulaire
prédominant infiltrant les 1lots. D’apres leurs eb&tions, les cellules infiltrent les ilots apres
15 minutes, et l'infiltration atteint son maximumras 2 heures (Moberg, et al., 2005). La
différence observée peut certainement s’expliqusur de modéle utilisé, qui n’est pas
physiologique et qui ne prend pas en compte le saignvironnement hépatique dans son
intégralité avec les cellules résidentes.

A l'inverse des macrophages, les cellules natuidrkNK) sont peu présentes dans le foie
des animaux immédiatement apres transplantationfiltration des ilots par les cellules NK
se déroule également 12 heures aprés transplantdtbotefois, le recrutement est beaucoup
moins important que pour les deux autres typesulegis étudiés. Les cellules NK
participent a la réponse immunitaire innée via kapacité a reconnaitre, sans sensibilisation

préalable, des antigénes spécifiques des cellmfestées, transformées ou des cellules
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allogéniques (Chiesa, et al., 2006). L'activatioss ccellules NK se caractérise par deux
fonctions effectrices: la cytotoxicité des cellutglsles et / ou la sécrétion d'un large éventail
de cytokines et de chemokines (CCL2) (Moretta, |et2002). Ishiyama et al. (2011) ont
clairement démontré l'activité destructrice deslutes NK hépatiques sur les filots et
suggerent que les cellules NK jouent un rble damspérte précoce des ilots apres
transplantation intraportale.

En revanche, étant donné qu’'aucune infiltratiordénte n’a été observée chez les animaux
transplantés avec des billes, nos résultats semtdafirmer que les billes sont inertes et que
I'flot joue un réle primordial dans cette infiltran.

Nous avons également observé que la productionQfe &t élevée apres transplantation et
gu’elle est équivalente entre les animaux trans@taravec des flots ou des billes. Ces
résultats suggerent a nouveau que l'acte chirurgicarrait étre en partie a 'origine de la
production de ROS. Bien gque les moyens technique€maeuvre ne nous ont pas permis de
visualiser le stress oxydant exclusivement dQ latlfransplanté, une autre approche doit
impérativement étre développée afin de comprerianglication de I'llot dans ce processus.
Ceci parait d’autant plus important qu’une équipimontré que le traitement systématique
avec un antioxydant protege IMlot de lischémipadusion et entrave la réponse antigéne-
dépendante allo-immune (Sklavos, et al., 2010).

Enfin, apres extraction, séparation et identifmati7 protéines de profil d’expression variable
entre les conditions TO et T12 heures ont été n@eesvidence chez les rats transplantés avec
des flots pancréatiques. Parmi les spots identffgagent la « 78 kDa Glucose-regulated
protein », la « Sérine protease A3N» (SPI-3), lekininogen 1 (TK-1), la
phosphoglucomutase-1 (PGM-1), Triose phosphate ésase (TPI), facteur d’élongation 2
(eEF2), et la sous uniftype 7 du protéasome.

GRP78 est une protéine chaperonne majeure du legticandoplasmique (RE) impliquée
dans le contréle qualité des protéines du RE et tkacontréle de I'activation des molécules
de signalisation transmembranaires du RE (Wangl.e2009). Toutefois, la GRP78 exerce
de nombreux autres rbles dont des propriétés poptatiques en tant que récepteur de
signalisation pourd2-macroglobuline activée, le plasminogéne, et leroplasminogene. La
GRP78 effectue également un rdle de régulateur'atsivité procoagulante du facteur
tissulaire, un role de récepteur pour des peptidagiogéniques via un mécanisme
indépendant du récepteur au VEGF (Gonzalez-Groebwl., 2009). La GRP78 est capable
de protéger les cellulgsde la lyse induite par les lymphocytes T cytotowis| par diminution

de la réponse immunitaire induite par les cellfilégansplantées (Wang, et al., 2007). Ainsi,
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nos résultats montrent que GRP78 subit une motdit@ost-traductionnelle 12 heures aprés
transplantation. Deux modifications post-traductites sont connues pour GRP78: la
phosphorylation et I'ADP-ribosylation (Carlsson &4arides, 1983). La forme phosphorylée
de GRP78 diminue lorsque la synthéke novode GRP78 augmente par la privation de
glucose (Hendershot, et al., 1988). La forme phosgpée et ADP-ribosylée de GRP78 est
un dimeére qui ne se lie pas a son substrat (Hemolerst al., 1988). Ceci suggere que la
phosphorylation et de 'ADP-ribosylation contrdlénfonction de GRP78.

Ainsi, la relation de GRP78 avec le facteur tissald’angiogenese, d2-Macroglobuline et
son role protecteur vis-a-vis de la cellglaui conférent un réle central dans la problémadiqu
de la transplantation d’ilots. En effet, comme éogrécédemment, le facteur tissulaire est
I'éléement déclenchant d'IBMIR et le défaut de vdagsation post-transplantation des ilots
est un facteur limitant majeur de la transplantatdlots. Via son réle protecteur de la cellule
B et son interaction aveaR-Macroglobuline, GRP78 joue également un réle irgyd dans

la réponse inflammatoire qui est délétere pendantériode précoce post transplantation.
Ainsi, la GRP78 est une cible a privilégier, d’aitplus que ses fonctions protectrices et
immunosuppressives ont été mises en évidence @amdlioration de I'allo-immunité dans le
contexte de la transplantation d’tlots pancréasq(é/ang, et al., 2007)

Nous avons également identifié deux autres pragéimpliquées dans linflammation : la
« Sérine protease A3N » (SPI-3) et le T-kininog€r€). Ces deux protéines sont faiblement
exprimées immeédiatement aprés tranplantation,ustdgpression augmente 12 heures apres
transplantation. La « Sérine protease A3N » apgrarl la famille des inhibiteurs des sérine-
protéases. L'inflammation aigué modifie radicaletnken synthése hépatique des ARNmM
codant les SPI chez le Rat. Ainsi, I'expressionglrses SPI apparait comme contrdlée, a la
fois positivement et négativement, par plusieucseiars tels que les glucocorticoides et les
cytokines entre autres (Pages, et al., 1990). Ai@kinnaiyan et al ont démontré que la
protéine de phase aigué SPI-3 est précocémentmsumede dans un modeéle de « graft-versus-
host disease » cutané (Sugerman, et al., 2004plu3e certains travaux démontrent que I'lL-
113 induit I'expression du gene SPI-3 des celllgmncréatiques de rat (Chen, et al., 1999).
Ces résultats suggerent que cet inhibiteur de ase peut faire partie des mécanismes de
défense des cellules 3 déclenchés en réponseddmesages cellulaires.

D’autre part, le T-kininogen 1 fait partie de lanfile des kininogénes qui sont des molécules
glycosylées multifonctionnelles. Néanmoins, seybleesma de rat contient un troisieme type
de kininogene, dit T-kininogene (TK ou Thiostatin€e kininogene supplémentaire est le

seul kininogene chez les mammiferes décrit dontcdacentration augmente de facon
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spectaculaire au cours de l'inflammation. (Lalmanat al., 2010). Ainsi, la surexpression 12
heures apres transplantation de SPI-3 et du T4@@n 1 conforte les données concernant
I’ a2-macroglobuline plasmatique et confirme la cingiqdes évenements inflammatoires
post-transplantation. Toutefois, des investigatisnpplémentaires sont nécessaires afin de
comprendre le lien entre ces protéines et l'inflation précoce au cours de la transplantation
d’ilots.

Par ailleurs, nous avons observé I'apparition dehlasphoglucomutase-1 (PGM-1) et la sous-
expression de la triose phosphate isomérase (TPhelires aprés transplantation. Ces deux
protéines sont impliquées dans le métabolisme doogk. Plus précisément, la PGM-1 est
une phosphotransférase intervenant a la fois darglycolyse et la gluconéogenése. Elle
catalyse le transfert du phosphate entre les pasitl et 6 du glucose (Putt, et al., 1993).
D’autre part, la fonction physiologique de la TRinsiste a ajuster I'équilibre entre les
triosephosphates (Wierenga, et al., 2010). Cesié@hls sont d’autant plus intéressantes,
qu'une étude récente a démontré que les celfumnt contrdlées de maniere systématique,
plutbt que par des facteurs locaux tels que desythuyas tissulaires. Ainsi, les changements
chroniques dans le métabolisme du glucose dedesfiuplutét que les niveaux de glucose
dans le sang, sont le principal régulateur poddiia prolifération des cellulgsin vivo. Les
manipulations génétiques et pharmacologiques nmuntyee le glucose induit la réplication
des cellule} (Porat, et al.,, 2011). Ces données démontrent’lgoméostasie de la masse
cellulaire est contrélée par la demande métabolique. Pa€goest, la surexpression de la
PGM-1 ou la sous-expression de TPI pourrait faeolis survie des 1lots transplantés.

Enfin, la surexpression du facteur d’élongatioreEK2) et de la sous uniféde type 7 du
protéasome 12 heures aprés transplantation témdigne activité cellulaire importante. En
effet, eEF2 favorise la translocation GTP-déperaldetla chaine protéique naissante a partir
du site-A vers le site-P du ribosome. La régulatienla traduction protéique au niveau de
I'allongement chez les eucaryotes semble étre Hesettapes importantes dans la régulation
de la synthese protéique. Cette étape est primecipait régulée grace a l'activation et la
désactivation de eEF2. Comme la traduction de®jmred nécessite une quantité considérable
d’énergie, eEF2 semble étre I'un des facteurs gidaton les plus importants de la synthese
des protéines pendant les périodes de carenceééigeryet / ou nutritive chez les eucaryotes
supérieurs (Kaul, et al., 2011).

Le protéasome est un grand complexe enzymatiquénméuique qui comprend plusieurs
activités protéolytiques. Il est indispensable d#isBmination irréversible de protéines

régulatrices permettant ainsi le déroulement nomdeala réponse immunitaire (Wu, 2002).
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De plus, le protéasome joue aussi un role esseadies la présentation des antigénes du
complexe majeur d'histocompatibilité de classeihshA dans le cas de la transplantation, la
surexpression de la sous urfitéle type 7 du protéasome pourrait étre le reflehe’activité
métabolique intense et cela pourrait signifier angmentation de I'alloantigénicité, délétéere
pour l'implantation des ilots. D’ailleur, Wu et aht mis en évidence que l'inhibition du
protéasome prévient le rejet de greffe d’ilots péatiques.(Wu, et al., 2004)

Ainsi, la surexpression d’eEF2 et de la sous yhié type 7 du protéasome témoigne d’'une
activité cellulaire intense. Au vu de leur réle tahdans le métabolisme cellulaire, nos
données suggeérent que leur activité est sous-geéettus les processus engagés par la cellule
apres transplantation.

Toutefois, I'identification de ces cibles molécuéa potentielles doit étre validée, afin de
préciser si leur activité est spécifique a la tpdanstation d’ilots. Pour ce faire, la réalisation
d’'une analyse similaire est nécessaire sur legyeaients provenant d’animaux injectés avec
des billes.

Cette partie a permis de comprendre le rdle progee I'llot dans la survenue de
I'inflammation et de décrire la cinétique des évarats durant les 24 premiéres heures post
transplantation. L’étude histologique est la preamiéu genre et devrait permettre de mieux
revoir le concept de l'inflammation précoce poahsplantation.
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5.4 Prévention des réactions inflammatoires précoces

Afin de prévenir I'inflammation au cours de la tsphantation d'flots, nous avons développé
plusieurs stratégies. Etant donné que I1lot jooa sble dans le développement de ces
réactions, une des stratégies consiste a trailketrih vitro afin de prévenir le développement
de son phénotype pro-inflammatoire et pro-oxydanutefois, nous pensons gu’au-dela du
traitement anti-rejet pris par le receveur, uneeaapproche visant a limiter les réactions
inflammatoires précoces inhérentes au site d’intptaon devrait étre développée.

De plus, comme démontré précédemment, la miseame gles moyens de défense de I'llot
(IL-10, HO-1) contre le stress inflammatoire et dagt est retardée. Ainsi, une induction
rapide de ces défenses devrait permettre de itisrefficacement contre ce stress. Pour ce
faire, nous avons préalablement démontré que ldtida deHo-1 ou I'inhibition de la voie

de signalisation des TLRs permettait de limiterpleénotype pro-inflammatoire et pro-
oxydant de I'llot. Maintenant, nous allons étudiela pré-incubation des ilots avec de I'lL-10
(cytokine anti-inflammatoire) ou de la rapamycimeo{écule anti-rejet avec des propriétés
anti-inflammatoires utilisée pour la transplantatid’ilots) dans le milieu de culture peut

eégalement limiter ou prévenir ces réactions inflatuoires.

» Larapamycine et I'lL-10 limitent la sécrétion d’IL -6 par les ilots pancréatiques

IL-6

% %k

[IL-6] pg/ml

CTL Rapa IL-10

Figure 5-41. Quantification par test ELISA de la séagtion d’IL-6 par les Tlots pancréatiques.

Les surnageants de culture d'flots pancréatiques sbmécoltés aprés 24H de culture. Les flots pancrégues sont
cultivés en présence de milieu M199 sans traiteme€TL), avec 100 pg/ml de rapamycine (Rapa) ou 10 ngl

d’interleukine-10 (IL-10). Les résultats sont exprinés en picogramme de protéine par millilitre de surageant selon la
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valeur moyenne + ESM. Chaque expérience est effeceu@u moins trois fois de maniére indépendante erpdblet.
*p<0,05 ;**p<0,01.

D’apreés lafigure 4-41, la rapamycine ou l'interleukine-10 (IL-10) dimmsignificativement

la sécrétion d’'IL-6 par rapport aux controles. Eeteles quantités d’'IL-6 dans le surnageant
des T1lots aprés traitement avec de la rapamycin@s(8 pg/ml + 469,26, p<0,05) ou avec de
I'IL-10 (1578,3 pg/ml + 494,42, p<0,01) sont sigo#tivement plus faibles par rapport a celle

présentes dans les surnageants contréles (477208©882,5).
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= La rapamycine et [I'IL-10 limitent la production de ROS par les filots
pancréatiques
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Figure 5-42. Quantification des espéces réactives oxygene (ROS) produites par les flots pancréafiies de Rat &

I'aide d’'une sonde de Dihydroéthidium (DHE) apres teitement.

Les filots pancréatiques sont traités pendant 24H awede la rapamycine (Rapa) ou de l'interleukine-101-10). Les
flots pancréatiques non traités sont considérés cone controles (CTL). Les résultats sont exprimés en \@lr moyenne
+ ESM de la fluorescence émise par la sonde DHE. Chagjexpérience est effectuée de maniere indépendaateec au
moins trois lames différentes et pour chaque expémce les intensités de fluorescence sont mesurégmeétir de 5 ilots

pancréatiques différents. *p<0,05, ***p<0,001.

La rapamycine inhibe la production de ROS (44,3 %,15; p<0,001)f{g.4-42). L'IL-10
induit également une diminution significative (303 3,3, p<0,001) de la quantité de ROS
par rapport aux conditions contrdles sans traiter(d0 % + 8,8). Toutefois, comparée a la
rapamycine, cette inhibition est significativemehts importante (p<0,05) en présence d’IL-
10.
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= La rapamycine et I'lL-10 n’influencent pas l'expresion d’HO-1 de [ilot
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Figure 5-43. Quantification I'expression protéiqug(Western Blot) de HO-1 induite par I'lL-10 (IL-10) et la

rapamycine (rapa) dans des Tlots pancréatiques detr

Les protéines d'flots sont extraites aprés 24H de fture en présence d’IL-10 (10 ng/ml) ou de rapamyaie (100 pg/ml).
L'expression protéique, exprimée par rapport au rato HO-1 / ACTINE, est reportée selon la valeur moyera + ESM
du pourcentage de la quantité relative de protéinepar rapport au contréles (CTL). Chaque expérience g¢sffectuée

au moins trois fois de maniére indépendante (en dblet pour la gPCR).

Quel que soit le traitement (IL-10 ou rapa) recu [idot, 'expression de HO-1 n’est pas
significativement modulée. L’expression relativeHi®-1 est de 104, 4 % + 2,7 en présence

de rapamycine, 93,7 % = 1,73 en présence d’lIL-100fu% + 7,9 pour les flots contrdles.

= |’induction de Ho-1, l'inhibition des TLRs et le traitement IL-10 des filots

pancréatiques diminuent la migration macrophagique

Aprés avoir démontré que I'lL-10 et la rapamycireuyent diminuer I'inflammation et le
stress oxydant de I'llot, nous avons décidé de tismtde recrutement des macrophages qui
jouent un réle important dans la destruction dets jpost-transplantation. Ainsi, nous avons
étudié l'influence que peut induire le traitemeesdlots sur la migration macrophagigoe

vitro. En pratique, nous avons utilisé des surnageantaulture d’ilots traités ou non. Aprés
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24 heures de cultureses surnageants contiennent un panel dokines susceptibs de
favoriser la migration macrophagig Ainsi, nous avons évalué pouvoir chimioattractar

de chaque surnageant.

Migration macrophagique
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Figure 5-44 Evaluation de la migration macrophagique induite jar le surnageant d’lots traités ou no..

Les surnageants de culture d'lots pancréatiques sbrprélevés aprés 24H de culture. Au préalable, les flots
pancréatiques sont traitésou non (S) pendant 24H avec de la protoporphgine de Cobalt (CoPP) o CLI-095 ou
OxPAPc ou de la rapamycine (Rapa) et de l'interleukin-10 (IL-10). Suivant les conditionsCoPP est associé ou nc
sous forme d’'un co-traitement (CLI-095 + CoPP;OxPAPc + CoPP). Les flots pancréatiquesultivés sans traitement
(CTL -) ou en présence de fMLP(CTL+) sont considérés comme contrdles négatiés positifs respectivement. Apres
migration en chambre de Boyden modifiéeles valeurs de 'index de migration sont déterminéepour les macrophages
et sont exprimées selon la moyennt ESM. Chaque expérience est effectuée au moins quatfois de maniere
indépendante en doublet. **p<0,01**p<0, 001 par rapport au surnageant d'flots non traités. # #p<0,01, # #
#p<0,001par rapport au CTL+. $$p<0,01, $$$p<0,001 par rapport au CTI-. §8§p<0,001.

D’aprés lafigure 4-44, le surnageant de culture d’lots pancréatiquesiingue migratior
macrophagique significativement (p<0,001) plus ingoate qu’en présence de fML4,1 +
0,13 vs 25 + 0,13 respectivement). N\ a part la rapamycine, tous leaitements utilisés pot
les Tlots induisent une diminutiolignificative de la migration macrophagique par rappor
surnageant sans traitement. Eret, les index de migration sont dimirgygour le traitement
avec CoPPX;2 £+ 0,1 (p<0,00:), CLI-095 (1,2 + 0,2 (p<0,001)), Cl095 + CoPP1,2 £ 0,1
(p<0,001)), OxPAPc1;2 + 0,1 (p<0,00:), OxPAPc + CoPPL8 + 0,2 (p<0,0)) et IL-10
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(1,7 £ 0,14 (p<0,001)). D’ailleurs les index de maiipn sont équivalents a celui du CTL — (1
+ 0,04) pour tous les traitements mentionnés sauf WxPAPc + CoPP et IL-10 dont les
index restent significativement plus élevés (p<Rp,@har contre, la migration macrophagique
en présence de surnageant d'lots traités ave@ dapamycine est equivalent a celui du
surnageant d'ilots non traités (4,2 £ 0,3).

D’apres les résultats obtenus, les effets antainfhatoires de la rapamycine sont limités et
donc le traitement du donneur avec la rapamycinpermet pas de diminuer la migration
macrophagique. Par conséquent, nous avons danseaoede partie fait le choix d’agir
directement sur les macrophages avec la rapamgtime’évaluer le réle du prétraitement du

receveur dans la limitation de ces réactions infleatoires

» La rapamycine induit une diminution de [lactivité mitochondriale

macrophagique
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Figure 5-45. Evaluation de I'activité mitochondrialemacrophagique induite par la rapamycine.
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Les macrophages sont traités avec 1ng/ml, 100pg/mi @0pg/ml de rapamycine. L’activité mitochondriale st évaluée
par Cell Titer® aprés 1H, 2H, 3H, 4H, 6H, 8H, 24H, 8H, 72H, 96H de traitement. Les échantillons sansditement
sont considérés comme les échantillons controlesTO). Les résultats sont exprimés selon le pourcentagdiactivité
mitochondriale. Les valeurs correspondent a la moyere + ESM. Chaque expérience est effectuée au moinais fois
de maniere indépendante en doublet. **p<0,01, *p<05 comparaison entre les échantillons CTL et le tra@ment

1ng/ml. # <0.05 comparaison entre les échantillolSTL et le traitement 100 pg/ml.
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Dans un premier temps, nous avons évalué lactivactg de la rapamycine sur les
macrophages. Ainsi, quel que soit la concentrati®@nmapamycine utilisée, nous démontrons
que lactivité mitochondriale macrophagique esteetite. En effet, apres 24 heures
d’incubation, le pourcentage d’activité mitochomdki diminue significativement de maniére
dose- et temps-dépendante. Apres 96 heures denimit, le pourcentage d’activité
mitochondriale est de 18,7 % + 3,3 (p<0,01) et 30+9,6 (p<0,05) pour des concentrations
de rapamycine respectivement de 1 ng/ml et 100 Ipdig. 4-45. Ce test MTS nous permet

de déterminer 100 pg / ml comme la concentratiorétérence pour la suite de I'étude.

» La Rapamycine induit une apoptose macrophagique
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Figure 5-46. Evaluation de I'apoptose macrophagiquimduite par la rapamycine

Les macrophages sont traités avec 100 pg/ml de rapgoine (S+R) ou avec de la staurosporine (CTL+). Les
échantillons sans traitement sont considérés comnes échantillons contréles (CTL). Aprés analyse parytométrie en
flux, les résultats sont exprimés selon le pourctage de cellules apoptotiques marquées positivemeat’'annexine V.
Les valeurs correspondent a la moyenne + ESM. Chaguexpérience est effectuée au moins trois fois de meare
indépendante en doublet. ***p<0,001, *p<0,05.

La staurosporine (CTI. (90,6 % cellules apoptotiques + 1,4 ; p< 0,00iuit une apoptose
macrophagique massive par rapport a la conditiontrgle (CTL) (15,6 % cellules
apoptotiques = 1,5). La rapamycine induit égalemem¢ augmentation significative de
I'apoptose macrophagique (20,9% cellules apoptesqu 1,06, p<0,05) par comparaison aux
conditions CTL(Fig. 4-42.
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= Larapamycine induit une diminution de la migration macrophagique

Migration macrophagique
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Figure 5-47 Evaluation de la migration macrophagique induite par la rapamycin

Les macrophages sont cultivés en présence de®M de fMLP (CTL+), de surnageant d'lots pancréatiquesavec (S +
R) ou sans (S) rapamycine (100 pg/mlLes échantillons sans traitement sont considérés com les échantillons
controles (CTL-). Aprés migration en chambre de Boyden modifiéeles valeurs de I'index de migration son
déterminées et sonexprimées selon la moyenne + ESM. Chaque expérienest dfectuée au moins quatre fois di

maniére indépendante en doublett**p<0, 001

D’aprés lafigure 4-47, les index de migratiorsont calculés lorsqu’il y a activatio
macrophagique c'estdire sdt en présence de fMLP (CTLN-formyl-methionin-leucine-
phenylalaning soit en présence de surnaged’ilots de rat(S) et leus valeurs sont
respectivement de 2,49G15 et de 2,3+ 0,15. Par comparaison aux valeurs obtenues
le CTL, la rapamycine (100 pg / ml) induit une inhibitisignificative de la migration

macrophagique, en rapport ave valeur d’'index calculé, soit 1,31 0,04 (p<0,001).

= La rapamycine et le surnageant de culture d’ilots pancréatiques module la
sécrétion macrophagique cIL-6, d’'IL-10 et de TNF-a

Parmi les 19 cytokines susceptibles d’édétectées, seulement 12 d’erelles se révelent
présentes dans les surnags analysés, d’apres figure 4-48 L’analyse se limite au

cytokines dont le profil d’expression varie en fooc des traiterents, insi seulement 3
d’entre ellesles plus pertinent: sont étudiées plus précisément: ThHL-6, IL-10.
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1 Pos Pos Neg Neg CINC-2 CINC-3 CNTF Fractakline
2 Pos Pos Neg Neg CINC-2 CINC-3 CNTF Fractakline
El GM-CSF  IFN-y IL-1¢ IL-18 IL-4 IL-6  IL-10 LIX
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Figure 5-48. (A) Localisation des anticorps anti-cygkines (B) analyse des surnageants de culture maghagiques par
Cytokine Antibody Arrays®.

Le surnageant de culture macrophagique est récoltépaés 24H de culture. Les macrophages sont cultivésn présence

de milieu M199 (M199), de surnageants d'llots panéatiques supplémentés (S+R) ou non (S) avec de &pamycine.

Chaque expérience est effectuée au moins trois fale maniére indépendante en doublet. ***p<0,001 *»<0,01.
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Figure 5-49. Quantification par test ELISA de la sécétion d’IL-6 macrophagique de cytokines.

Les surnageants de culture macrophagiques sont rétéé apres 24H de culture. Les surnageants de cultuddlots (IS)
sont recoltés apres 48H de culture. Les macrophagssnt cultivés en présence de milieu M199 (M199), dernageant
dlots pancréatiques supplémenté (S+R) ou non (Sdvec de la rapamycine. Les résultats sont exprimésne
picogramme de protéine par millilitre de surnageantselon la valeur moyenne + ESM. Chaque expériencet effectuée
au moins trois fois de maniére indépendante en doléi. ***p<0,001.
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D’apres lafigure 4-49, la quantité d’'IL-6 présente dans le surnageanculaure d’ilots
pancréatiques est indétectable (les conditions rarpatales sont différentes que les
précédentes). Toutefois la quantité d’IL-6 présedns le surnageant de culture de
macrophages non traités (925,5 pg / ml + 123,9¢e&ron 16 fois inférieure a celle de I'lL-6
présent dans le surnageant de macrophages tratésla surnageant d'ilots (15311,4 pg / ml
+ 553,1). La présence de rapamycine augmente la&tg#dt d’'IL-6 par les macrophages

(17045,1 pg / ml £ 424,7) comparée a la valeur -&len présence de surnageants d’ilots
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Figure 5-50. Quantification par test ELISA de la séagtion d’IL-10 macrophagique de cytokines.

Les surnageants de culture macrophagiques sont ré¢éé aprés 24H de culture. Les surnageants de cultuddlots (IS)
sont recoltés apreés 48H de culture. Les macrophagssnt cultivés en présence de milieu M199 (M199), dernageants
dflots pancréatiques supplémentés (S+R) ou non (Svec de la rapamycine. Les résultats sont exprimésn
picogramme de protéine par millilitre de surnageantselon la valeur moyenne + ESM. Chaque expériencete

effectuée au moins trois fois de maniéere indépendsn en doublet. ***p<0,001.

D’apreés lafigure 4-50, la quantité d’IL-10 dans le surnageant d’'flotd35pg / ml £ 57,4) est
équivalente a la quantité d’IL-10 présente darsulmageant de culture de macrophages non
traités (249,8 pg / ml £ 89,2). Le traitement dexrmphages avec du surnageant d’ilots induit
une augmentation significative de la productiorLdD par les macrophages (15520,2 pg /
ml = 418,9 ; p<0,001) comparée a la quantité d'lLskcrétée par les macrophages non traités
dans milieu seul. En revanche, a I'inverse de malaace observée pour IL-6, la présence de
rapamycine dans le surnageant d’ilots semble iaduive diminution significative de la
libération d’lIL-10 (8271,7 pg / ml £ 518,12 ; p<0) par rapport au traitement des

macrophages avec du surnageant d’ilots seul.

183



TNF-a
50000~

40000+

[TNF-a] pg/ml
W
(=]
(=]
(=}
e

IS M199 S S + Rapa

Figure 5-51.Quantification par test ELISA de la sécrétion de TNFs macrophagique de cytokines

Les surnageantsde culture macrophagiques sont récoltés aprés 24H de culture. Les surnag@ de culture d'ilots (IS)
sont recoltés apreés 48H de culturd.es macrophages sont cultivéen présence de miéu M199 (M199, de surnageants
dlots pancréatiques supplémentésS+R) ou non (S) avec de la rapamycine. Les résulgatsont exprimés et
picogramme de protéine par millilitre de surnageantselon la valeur moyenne + ESM. Chaque expériencest:

effectuée au moins trois fois de maniére indépendsn en doublet. ***p<0,001 ; **p<0,01.

D’aprés lafigure 4-51, la quantité de TN-a présente dans le surnageant de culture d
pancréatiques est indétectable. Toutefois la quiéadé TNI-a présente dans le surnageanti
culture de macrophages non traités (3798,2 pg# 1M27) est environ fois inférieure a la
quantité de TNE& présent dans le surnageant de macrophages traitésdaveurnageatr
d’ilots (30976,4 pg / ml £ 6247 ; p<0,01). La présence dapamycine augmente la sécrét
de TNFu par les macrophages comme emoigne la valeur suivantd%003 pg / ml + 477)

comparée a la valeur d’IL-€n présence de surnageant d’ilots.
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= La rapamycine et le surnageant de culture d’ilots gncréatiques modulent la
phosphorylation de mTOR et JAK-2
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Figure 5-52. Quantification du taux de phosphorylaibn des protéines génes mTOR par Western Blot.

Les macrophages sont cultivés pendant 24 heures erégence de surnageant d’ilots pancréatiques avec ¢{SR) ou
sans (S) rapamycine (100 pg/ml). Les échantillonomtréles (CTL) correspondent aux échantillons traitésavec du
M199 supplémenté pour mTOR. Les résultats sont expriés selon la valeur moyenne + ESM du pourcentage daux
de phosphorylation correspondant au ratio PROTEINE plosphorylée normalisée / PROTEINE totale normalisée.

Chaque expérience est effectuée au moins trois fale maniére indépendante. ***p<0,001, *p<0,01.

Afin de valider notre modéle expérimental, nousravtesté les effets de la rapamycine sur
I'expression de mMTOR (« mammalian Target of Rapamyy D’aprés lafigure 4-52, le
surnageant d’flots induit une augmentation nonisggtive de la phosphorylation de mTOR
(114,3 % + 5,5) par rapport aux conditions conso{@00 % + 11,38). Mais, I'ajout de
rapamycine inhibe significativement la phosphorglatde mTOR (52,3 % + 6,05 ; p<0,01)

par rapport a la phosphorylation induite par lenageant seul.
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Figure 5-53.Quantification du taux de phosphorylation des proténes genes JAI-2 par Western Blot

Les protéines de macrophagesont extraites aprés 24H de culture. Les macrophages sont cultivés présence di
surnageant d'llots pancréatiques avec (S + R) ou s (S) rapamycine (100 pg/ml)Les échantillons contréles (CTL)
correspondent aux échantillons traités avec RANTES (D pg / ml) pour JAK2. Les résultats sont exprimés selon |
valeur moyenne + ESM du parcentage du taux de phosphorylation correspondai au ratio PROTEINE
phosphorylée / PROTEINE totale. Chaque expérience esfffectuéeau moins trois foisde maniére indépendante
#41<0,001, *p<0,01, *p<0,05.

D’apreés lafigure 4-53, CCL5 (93% + 13,6) ele surnageant d'ilots pancréatis (89,6 + 3,8)
induisent unephosphorylation équivalente de JAKToutefois, la rapamycine est capa
d’induire une diminution significativeu taux de phgshorylation (63 % + 12,2, p<0,05) p

rapport aux conditions contrdle
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5.4.1 Discussion : traiter les flots et le receveur pour limiter I'inflammation au cours de la

transplantation d’ilots

Aprés avoir constaté que I'induction He-1 et I'inhibition de la voie des TLRs diminuaient
le phénotype pro-inflammatoire et pro-oxydant diot’in vitro, nous avons étudié les
bénéfices que pourraient apporter I'lL-10 et laaragcine (dont I'usage clinique est validé)
dans ce processus inflammatoire. Ainsi, hous ad@msontré que la rapamycine et I'lL-10
peuvent diminuer également les stress inflammatdixydant développés par I'lot vitro

via un mécanisme HO-1 indépendant. Bien que Léghau (2002) aient démontré qu’lL-10
induit I'expression d’HO-1 dans un modele macrogsagurins, nos observations ne vont
pas dans ce sens. Cependant les effets anti-infioim® et antioxydant sont réels et
confirment les bénéfices que pourrait apporter OLdurant la culture des flots. Ceci est
d’autant plus vrai que IL-10 est capable de stimladonction des celluleg pancréatiques
vitro (Sandler & Welsh, 1993). Bien que les propriété@s-iaflammatoires de la rapamycine
soient connues (Attur, et al., 2000), la rapamy@seutilisée uniqguement comme traitement
immunosuppresseur pour la transplantation d'ildiss résultats sont en accord avec les
données de la littérature (Mita, et al., 2008; Shkiral., 2011) et soulignent le potentiel anti-
inflammatoire et antioxydant de la rapamycine. Aites effets anti-inflammatoires de la
rapamycine semblent bénéfiques pour les ilots diureuet devraient étre utilisés pour
améliorer les préparations d’ilots pancréatiquaaroe I'avait déja souligné une autre étude
(Mita, et al., 2008). De plus, les effets favorabtke la rapamycine pourraient étre renforcés
par le réle majeur que joue les TLRs dans le d¢@pelment de I'inflammation de I'lot. En
effet, une étude a démontré que la rapamycineagstbte de supprimer la production d’IL-6
induite par TLR-4 dans un modele de cellules cas@s (Sun, et al., 2008).

Ensuite, nous avons cherché a modélisewritro le recrutement des macrophages apres
transplantation. Pour ce faire, nous avons évaygolvoir chimioattractant des surnageants
d’ilots pancréatiques apres 24 heures de cultuoeis Tes traitements appliqués (sauf la
rapamycine) diminuent la migration macrophagiques @onnées ne font que confirmer les
résultats préalablement établis sur l'inhibitionl@@roduction de cytokines observée avec ces
mémes traitements, notamment CCL2. En revanche ¢iee la rapamycine exerce des
fonctions inhibitrices similaires sur la productide cytokines des filots, aucun effet n’est
observé sur le chimiotactisme macrophagique irghrite surnageant d’ilots.

Par le biais de cette premiéere partie, nous avénsodtré tout I'intérét de traiter les ilots en

culture. Toutefois, les résultats obtenus aveapamycine ne sont pas satisfaisants. Dans ce
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contexte, nous décidons d’explorer le lien entreafsamycine et I'activation macrophagique.
Cette étude vise a savoir si la rapamycine peatiéilisé chez le receveur comme traitement
anti-inflammatoire dirigé spécifiquement contre meacrophages.

Nos résultats confirment que la rapamycine estldepdlinduire une diminution de I'activité
mitochondriale chez le macrophage. Toutefois, 3&€ MTS refléte deux processus cellulaires,
a savoir la prolifération cellulaire et le métabole mitochondrial. Dans nos expériences, la
Rapa ne peut pas réduire la prolifération des npherges, puisque que ce sont des cellules
non-proliférantes. Par contre, la Rapa aurait ufeteinhibiteur sur le métabolisme
mitochondrial (Ramanathan & Schreiber, 2009), ce conforte nos résultats. Cette
diminution de l'activité mitochondriale est ass@ci& une augmente de I'apoptose chez les
macrophages traités avec de la rapamycine. Nodtatssgonfirment une étude antérieure
(Mercalli, et al., 2006) qui avait déja démontré d@ rapamycine induisait une mort cellulaire
par apoptose des monocytes humains.

D'autre part, nous avons démontré une diminutiofadrigration des macrophagesvitro.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Gomeb@€am(Gomez-Cambronero, 2003) qui
a démontré une inhibition de la migration des ropliles exercée par la Rapa. Ensemble,
notre travail et celui de Gomez-Cambreno confirmenble inhibiteur de la Rapa contre les
deux leucocytes prédominants de l'infiltration dlegs transplantés (Moberg, et al., 2005).
Ainsi, ces résultats suggerent que la rapamycinergid réduire 'attraction des macrophages
au site de la greffe.

Le réle des chimiokines sécrétées par des Tilotd'ativation des macrophages a déja été
décrit (Sigrist, et al., 2004). Dans cette étudrisnavons déterminé le rdle de ces chimiokines
sur la libération de cytokines macrophagiques. Nawsns montré que parmi toutes les
cytokines analysées, seulement 3 apparaissenté&Exgar les macrophages apres induction
par du surnageant de culture d’ilots pancréatiqlles, IL-10 et TNF«.

Au cours de la transplantation dilots, plusieureedmteurs sont a lorigine du
dysfonctionnement et / ou de la mort cellulaire igts pancréatiques y compris les cytokines
inflammatoires comme I'IL{f3, IL-6, TNF-a et d'IFNy (Barshes, et al., 2005; van der Windt,
et al., 2007). En revanche, notre étude a monteésgule la sécrétion d'IL-10 a été inhibée
par la Rapa. Cette cytokine anti-inflammatoire estonnue pour sa capacité a inhiber
I'activation et les fonctions effectrices des deluT, des monocytes et des macrophages
(Moore, et al., 2001). Toutefois, ces données gtattendues puisque le contréle de I'lL-10
par la phosphatidylinositol-3-phosphate kinase Kipist bien connu (Baker, et al., 2009). De
plus, il est démontré que la production de médrateflammatoiresrersusmédiateurs anti-
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inflammatoires est contrélée strictement. En efféguilibre doit étre maintenu pour garder le
contréle de la fonction immunitaire et éviter 'emdmagement des organes vitaux (Dahle, et
al., 2004). Nos résultats soulignent donc le désbgride la balance cytokinique induit par la
Rapa, en faveur des cytokines pro-inflammatoires.

D'une part, pour comprendre les voies de signaisaholéculaire empruntée par la Rapa,
nous avons tout d’abord confirmé l'inhibition dactivation de la protéine mTOR induite par
la Rapa (Sabers, et al., 1995). D'autre part, agaas analysé une autre voie de signalisation
pour déterminer les événements de signalisatiodusant a l'inhibition du chimiotactisme
des macrophages et a la production d'IL-10 parafmmycine. La voie des chimiokines
semblait étre une cible potentielle, car elle janegdle important pour transmettre les signaux
de la migration des leucocytes (Sigrist, et al)3)0Des études antérieures ont démontré que
la protéine kinase JAK2 est impliquée dans la r#gpn de la production de TN#, IL-6 et
IL-10 macrophagique (Dahle, et al., 2004). En qutee pertinence de cibler JAK2 est
confirmée par l'effet inhibiteur de la rapamycing $activation de JAK2 dans les cellules
dendritigues (Chiang, et al., 2004). Nos résultatmfirment I'effet inhibiteur de la
rapamycine sur JAK-2.

Ainsi, I'ensemble de ces données montrent que fmmgcine excerce un réle anti-
inflammatoire et anti-oxydant sur les flots, maiabsence d'effet sur la migration
macrophagique suggérent que ce processus dépeauded’'@oies de signalisation. De plus,
I'effet anti-inflammatoire de la rapamycine sur heacrophages est partiel. Ainsi, 'usage de
la rapamycine au cours de la transplantation d'itlit étre reconsidéré afin de préserver les
flots in vitro des réponses inflammatoires excessives et deeflink recrutement des

macrophages chez le receveuvivo.

189



6 DISCUSSION, CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La transplantation d'ilots est une option thérapgaatnon-invasive permettant de remplacer
la massep-cellulaire chez les diabétiques de type 1 assog@iasme labilité glycémique
marquée et / ou des épisodes d’hypoglycémies sfeérécurrents.

Au cours des douze derniéres années, des progpestants ont permis de faire évoluer la
transplantation d’'flots pancréatiques en pratidurequie. A défaut de permettre une insulino-
indépendance reproductible a long terme, la tramsalion d'llots protége les diabétiques de
type 1 des épisodes d’hypoglycémies séveres ausgiemps que la fonction résiduelle du
greffon est maintenue (Ryan, et al., 2004).

Malgré d’importantes évolutions, la transplantatidiiots reste limitée en partie par la
nécessité de transplanter des flots provenant3lddneurs pour un seul receveur (McCall &
Shapiro, 2012). Selon les estimations, un pandré@asain normal contient environ 500 000
flots équivalents (IEQ) (Korsgren, et al., 2005)aisnseulement 10 a 20% semblent étre
nécessaires pour maintenir une normoglycémie (Embeea& Shapiro, 2007). Les patients
recoivent approximativement 10 000 & 12 000 IE@,/gkes de deux fois le nombre d’ilots
dans un pancréas normal et beaucoup plus qu'ihé&stssaire pour maintenir une insulino-
indépendance (Emamaullee & Shapiro, 2007). Cetfééreince suggere que les flots
transplantés sont fonctionnellement déficients eti /ne parviennent pas a s’'implanter. En
effet, la capacité fonctionnelle des filots transf@a est de 20 a 40% comparée a celle d'une
personne non diabétique, méme chez les recevélats tsulino-indépendants (Ryan, et al.,
2001). De plus, il est estimé que seulement 10 % 2@s ilots infusés survivent apres
transplantation (Korsgren, et al., 2005). Ceci ®sitenu par des modeles animaux dans
lesquels 50 a 70% des filots transplantés sont peatdrant la période post-transplantatoire
immédiate (Biarnés, et al., 2002). D’autant plus dimplantation des flots chez le receveur
diabétiqgue expose les ilots a un grand nombre cteues déléteres tels que IBMIR (Instant
blood mediated inflammatory reaction), I'hypoximflammation, I'hyperglycémie, les Iésions
mécaniques, et les attaques du systeme immuniMa€all & Shapiro, 2012). Toutefois, les
modeles de transplantation syngéniques ont clamea@&montré que la majeure partie de la
perte est le résultat d'événements inflammatoiNeydta, et al., 1990). Actuellement, le
succes de la greffe d'llots pancréatiques passkapastitution de la fonctionnalité initiale des
flots post-transplantation. Une telle stratégierdit\permettre a terme de limiter le nombre de
pancréas nécessaires pour la transplantation,va@ tes objectifs pour atteindre I'insulino-
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indépendance a long terme et donc de proposer tteftapie a un plus grand nombre de
personnes.

Par le biais de ce travail, nous avons fait le xli@ nous concentrer sur I'inflammation qui
est une composante limitante majeure de la tramgtlan d’'flots pancréatiques. De
I'isolement a I'implantation, ce travail a pour kig caractériser et préciser les mécanismes
inflammatoires inhérents a la transplantation ¢sikafin de les limiter et / ou les prévenir.

Dans un premier temps, nous avons démontré quaipstde culture génere chez I'lot un
véritable phénotype pro-inflammatoire et pro-oxyidearactérisé par la modulation de la voie
des toll-like récepteurs (TLRS), la sécrétion dokines pro-inflammatoires et la génération
de ROS. Linhibition par des antagonistes des TLBtATLR-2 confirme une dépendance
partielle de ce processus aux voies des TLRs. Ds, pinduction du géneédo-1 (Heme
oxygénase-1) prévient également I'établissementpliénotype pro-inflammatoire gtro-
oxydant de I'llot. Selon une approche combinéestededire un traitement des flots avec des
antagonistes des TLRs et linduction de HO-1 contamte, nous avons démontré une
inhibition plus importante du statut pro-inflammiagoet pro-oxydant de I'llot. Ces données
indiquent donc un effet synergique des deux trat@sy(Fig. 5-1). Nous avons également
mis en évidence que le niveau de défense de &thit limité. En effet, la sécrétion d’IL-10
est quasi inexistante et I'expression de HO-1 augenfaiblement au cours des 48 heures de

culture.
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Figure 6-1.Schéma récapitulatif du processus conduisant au phétype pro-inflammatoire et pro-oxydant de I'llot.

Apres isolement et en culture,ds voies de I'inflammation Tol-Like récepteurs dépendantes (TLI-2 et TLR-4) sont
activées.Le facteur de transcription NF-kB est transloqlé dans le noyau aprées libération de la so-unité 1kB. La
translocation de NFxB peut égalementétre induite par les espéces réactives de I'oxyge(ROS). NF-kB conduit aussi
a la généation de ROS mitochondriales. Dans le noyau, NReB conduit a la transcription de gene codant le
cytokines, chimiokines proinflammatoires (IL-6, CCL2) et la Cyclooxygénase-2 (COX2). L’héme-oxygénase-1 (HO-
1) est expriméepar les flots, elle dégrade I'nme en Biliverdine, F&" et monoxyde de carbone (CO) qui exercent dt
effets anti-inflammatoires. OxPAPc et CLI-095 sont respectivement un inhibiteur des TL-2 et TLR-4 et un

inhibiteur de TLR- 4. La rapamycine, I'lL-10 et CoPP (protoporphyrine de Cobalt) sont cagales d'induire Ho-1.

Apres avoir consta le phénotype délétere des Tlots en cL, nous avondéterminé I'impact
de la transplantation d'flots f-inflammatoires et prexydants sur le succées de la gre
Dans ce contexte, nous avons établi éritable modele histologique de transplantatiorug
avons démontré que la transplantation d’flots pEatayues induit un processuflammatoire

précoce caracterisé par la libération de pros de la phase aigute I'inflammation (IL-6 et

192



a2-Macroglobuline). Cette élévation des marqueurs ésygfues de linflammation e
complétée pala génération de thrombine la libération de peptid€- qui reflete la lyse de
flots pancréatiques. De plus, il est possible deétsr la libération de |ptide-C avec
l'infiltration de cellules inflammatoires (macropgies, granulocytes et cellules NK) et
changements du protéortwal hépatiquel2 heures aprés transplantation. Le développe
de ce modele histologique a permis de mettre edeéee, por la premierefois, le profil
cinétique du recrutement des cellules inflammasoideirant les premiéres heures a|
transplantation. Ainsinous avons démontré que le carac immédiat de IBMIR sedéfinit
par sm aspect thrombotique plutét inflammatore comme en témoigne le recrutem

tardf des cellules inflammatoir (Fig. 5-2).
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Figure 6-2. Schéma récapitwtif du processus inflammatoire précoce apres transplantation d'flots pancréatique
intraportale.

Avant transplantation, le foie des animaux diabétiges génére des espéces réactives de l'oygeéne (RCAprés
transplantation, I'acte chirurgical conduit a une inflammation systémique qui < traduit par la libération plasmatique
d’IL-6 puis d' a2-macroglobuline. Les flot: sécrétent du facteur tissulaire et deghimiokines. Le facteur tissulaire
favorise le recrutement des plaquettes de piégeage des flots dans un réseau de fibrings chimiokines favorisent le
recrutement des cellules inflammatoires (granulocy, monocyte/macrophage, cellule N). La lyse des flots par Is
cellules inflammatoires entrahe le relargage de peptic-C dans le plasma sanguin.

Ainsi d’apres nos résultats, nous ‘mes convaincus que la transplantation d'lots-

inflammatoires et pr@xydants potentialise inflammation posimplantatoire.A ce jour,
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nous pensons que la stratégie idéale serait deefitfinflammation via le traitement des 1lots
en culture mais également le traitement du reced@lrétique. En effet, I'inflammation est
omniprésente dans la maladie diabétique. Il a amsiobservé que le diabéete de type 1
présente une augmentation de I'activation du meédiagprincipal de l'inflammation, NkB
(Bierhaus, et al., 2001e plus, des données du laboratoire (Dal-Rod,,e2@12) confirment

le statut pro-oxydant du foie chez les rats digjé&ts. Toutefois, une insulinothérapie plus
ciblée permettrait de prévenir ce stress oxydapatigue. Ainsi, ces données renforcent
I'établissement d’'une stratégie visant a traitéafablement le receveur voire a choisir un site
d’'implantation moins pro-inflammatoire et moins fmydant que le foie.

Afin de prévenir I'inflammation de I'lloin vitro, nous avons élaboré plusieurs stratégies.
Etant donné que les défenses antioxydante etrdl@irimatoire de I'llot se mettent en place
tardivement, nous avons induit précocemelt-1 ou ajouté de I'IL-10 (cytokine anti-
inflammatoires) au milieu de culture. Au-dela dediminution d’IL-6 et la diminution de la
production de RO$ vitro induites par IL-10 eto-1, nous avons observé une diminution du
recrutement macrophagigirevitro.

Ensuite, nous avons décidé d’évaluer les propremésinflammatoires de la rapamycine, une
drogue immunosuppressive, afin de démontrer lestagas que pourrait procurer 'usage de
cette molécule pour prévenir I'inflammation au de la transplantation d’ilots. Ainsi, apres
traitement des ilots du donneur avec la rapamyanoeis avons constaté qu’elle induit,
comme I'IL-10, une diminution de la production d‘@_et une diminution de la production de
ROS bien qu'aucun effet n'ait été observé sur lgration macrophagique. D’autre part, le
traitement des macrophages du receveur avec lanyapze permet de réduire la migration
macrophagique mais déseéquilibre la balance cytgk@i en inhibant la sécrétion
macrophagique d’IL-10 sans influencer celle d’'ILAinsi, ces résultats suggerent que la
rapamycine pourrait étre utilisée différemment @erida transplantation, un prétraitement
des filots du donneur en culture permettrait detémia production de cytokines pro-
inflammatoire (IL-6) et la production de ROS. Deiglun pré-traitement du receveur avant
transplantation pourrait s’avérer efficace en dumim le recrutement des macrophages a
I'origine de la lyse des ilots transplantés. Aitagirapamycine permettrait de transplanter des
flots moins inflammés chez un receveur dont le dirmplantation est préparé a recevoir le
greffon.

Par ailleurs, il faut garder a I'esprit que l'isohié prolongée entraine également une perte
significative des fTlots pancréatiques. En effdtydoxie initie une cascade de réactions

biochimiques qui aboutissent a la production de R@%oquant la nécrose et I'apoptose. En
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concentrations physiologiques, les ROS protegenté#iules, notamment en jouant un réle
important dans les cellules phagocytaires pour ptren une défense efficace contre
I'infection. Néanmoins, chaque fois que les ROS aooumulées en exces et pour de longues
périodes, elles peuvent détruire les cellules. taaicaux libres sont déléteres pour les
protéines cellulaires, les lipides membranairdesficides nucléiques. La catalase (CAT), la
superoxyde dismutase (SOD) et la glutathione petasg (GPx) sont les principales enzymes
antioxydantes permettant une protection des cslichatre I'exces de ROS. Or, les celluies
contiennent de faibles quantités d'enzymes antexigs telles que CAT, SOD et de la GPx
et donc leur défense contre le stress oxydantie#eé (Lenzen, et al.,, 1996). Ainsi, le
développement d'une stratégie anti-oxydante senuisiéfié pour favoriser le succes de la
greffe d'lots. Dans notre cas, nous avons montvdl egexiste un lien étroit entre
linflammation et le stress oxydant. L’induction ¢#-1, une enzyme anti-inflammatoire,
anti-oxydante, anti-apoptotique et pro-angiogénigtig. 5-3 permettrait d'appréhender tous
les obstacles rencontrés par la transplantatidotspancréatiques.
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Figure 6-3. Effets biologiques des produits de I'héme oxygéng (HO-1).

Les produits résultant de 'activité de HC-1, F€™, Monoxyde de carbone (CO) et la biliverdine convdie en bilirubine
par la biliverdine-réductase exercent des fets antioxydants, anti-inflammatoires et antiapoptotiques bénéfique
(Dulak, et al., 2008).

Maintenant, li est en outre nécessaire d'étudier les mécanifomekmentaux par lesque
I'expression de HO-1 exercesffets. Il se pose la question ldemeilleure fagcon d'utiliser ¢
systeme pour le traitemedé I'inflammation pr- et posttransplantation d’ilo. Le traitement
idéal permettrait d’induire rapidemeret de facon importante HO- Plusieurs molécule
pouraient remplir cette fonction. La curcumine semidpondre a toutes ces exigences
effet, cette épice possedies propriétésanti-tumorale et anikflammaoire qui sont
rapportées pour induire HD-dans les cellules endéliales vasculaire(Scapagnini, et al.,
2002).La capacité de la curcumine a stim l'activité de HO1 est un élément important
sa cytoprotection contrée sress oxydatif (Motterlini, et al., 2000 ette molécule e:
d’autant plus intéressante que plusieurs étudesmamitré ses bénéfices potentiels su
transplantation d'flotspancréatique. Une équipe a démontrgue la curcumine et s

196



analogues pourraient étre utilisés pour induiredifenses cellulaires contre le stress oxydant
et améliorer la transplantation d'flots (Balamunuget al., 2009). De plus, les auteurs de ces
travaux ont démontré que la curcumine pouvait iredliexpression de HO-1. En outre, une
autre équipe a observé que la curcumine diminaasgtrétion de CCL2 d’ilots de souirs
vitro (Amoli, et al., 2006).

Par ailleurs, trois types de cellules inflammateij@ient un réle important dans la médiation
de l'inflammation détruisant les ilots pancréatgjukes cellules de Kupffer, les macrophages
«résidents» des ilots pancréatiques, et les néikespBien que la présence des neutrophiles
est bien établie (Moberg, et al., 2005), leur é@s le contexte de la transplantation d’ilots
pancréatiques n'a pas été étudié. Pourtant, ldsopailes sont impliqués dans les fonctions
d'activation, de régulation et les fonctions effiees des cellules de I'immunité innée et
adaptative (Mantovani, et al., 2011). Ainsi ciblées neutrophiles pour prévenir
I'inflammation délétére pour les filots pourrait \&aer efficace. Etant donné que les
chimiokines induisent le recrutement de toutesskass-populations de leucocytes connues.
L'antagonisme des récepteurs aux chimiokines reptésdonc une cible thérapeutique
intéressante pour la résolution de linflammatiarstptransplantation. D’ailleurs une étude
menée au laboratoire a permis de montrer |'efftéadiune telle approche sur I'activation de
macrophages humains via [I'antagoniste du réceptdl€R-5: AOP-RANTES

(« aminooxypentane-regulated on activation, normigell expressed, and secreted »)
(Sigrist, et al., 2004). Cette étude a permis deaidrer que I'antagoniste AOP-RANTES est
capable d’'inhiber l'activation et la migration maphagique induites par le surnageant d’ilots
pancréatiques.

Comme nous l'avons précédemment démontré, dans cofitexte d’étude les conditions
pro-inflammatoires sont étroitement liées avec dadpction de ROS. Par conséquent, le
développement d’une alternative anti-inflammatoee antioxydante semble pertinente.
Plusieurs composés organosélénium sont proposésmeodes antioxydants et des anti-
inflammatoires prometteurs. Des chercheurs ont aémque le Diphenyl diselenide (Phge)
un composé organoseélénium simple possede unetédiviioxydante et des propriétés anti-
inflammatoires le rendant capable de moduler Natibn des macrophages (Rupil, et al.,
2012). De plus, un groupe de chercheurs a démantién autre composé de «diaryl
disélénide », le bis-(3-hydroxyphényl) disélénigeut réduire I'expression de iINOS, COX-2,
TNF-a, IL-1p et IL-6 par la régulation négative de NF-kB (Shehal., 2009). Ainsi, 'usage
de ces composés pour limiter et/ou prévenir I'imitaation au cours de la transplantation est

une stratégie envisageable.
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En conclusion, ces travaux ont permis de caraetélés mécanismes inflammatoires mis en
place avant et aprés transplantation. Ces donrféesntode nouvelles pistes thérapeutiques
susceptibles de prévenir et/ou limiter I'inflamnoatide I'Mlot au cours des procédures de
transplantation. Du point de vue clinique, nos Itéssi suggérent qu’il faut agir des

I'isolement des flots pancréatiques jusqu’a 8H pi@sisplantation pour limiter le processus
inflammatoire. Les bénéfices de HO-1 dans le cdatde la transplantation pancréatique sont
bien connus mais son action inhibitrice sur ce @seas inflammatoire TLRs-dépendant est
innovant et mérite d’étre approfonidi vivo. De plus, I'identification de ligands endogéenes a
I'origine d’'une inflammation TLR-dépendante permettle proposer de nouvelles mesures

pour prévenir et/ou limiter les effets délétéred'idammationin vitro.
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Role of Islet Culture on Angiogenic and Inflammatory Mechanisms

K. Vivot, N. Jeandidier, C. Dollinger, W. Bistiger, M. Pinget, S. Sigrist, and A. Langlals

ABSTRACT

Early evenis hampering islet engrafiment may relate 1o instant blood-mediated inflamma-
wiry reaction {(IBMIR) and o insufficient isler revascularization inducing B-cell death. We
evaluated the influence of time of culiure on angiogenic and inflammaiory ocllular
mechanismk in slet loss in vitro. Rat pancrentic slets cultured for 0, 12, 24, and 48 hiours
were assessed for functionality using ghicose stimulation wsis and identification of
signaling pathways using polymerase chain reaction (PCR) arrays. lsler functionality
decrensed significantly immoedintely. Index of stimulation (15) was decredsed 10229 = LOS
sfier 48 hours of culture versus 18.47 = 484 0t 0 hours (P < 001), Gene expression studies
a1 12 hours of culture showed significant overexpression of proinflammatory cytokines and
chemokines — inerleukin (1136 38422 = 28358 (F « 001) and Cxel-] 48080 =
196.05-fold change (P < .01). Morcover, ixleis cxhibited significant under-expression after
48 hours of genes encoding angiogenic growth factors, such as epidermal growth factor,
vascular endothelial growth factor, plateletl endothelial cell adhesion molécule |, & major
protein involved in angiogenesis: 0.07 = 0.02, 0011 = 08 (P < 0d1), and 047 = 0.15-fold
change (P < M) respeciively, Moteover, tissoe inhibitor of metalloproteinases 1, an
inhibitor of metallopeptidase, was significantly more over-capressed, numely 5458 = 1B08
at 12 hours of culture versus 0.93 = 0.15/fold change a1 0 hours. This study revealed
current culure conditions to be deleerious for islet engrafiment, possibly due to
cxpression of angiogenic gencs and proinflamatiry genes during culture.

SLET rransplantation hax a posiive impact on metabalic
contril among tpe | diaberes.' However, several bat-
rlors prevent brosd sppliciion of et rasplaniation.
Fiexr, the destruciive lnsiam biood-mediated inflammatory
reacrion {IBMIR) leads o losa of e when
isles encounier 1he blood in the ponal vein®™* This
reaction i wiggered by expression of wranscription facus s
the endocring elemems of slew, combined with an array of
wiher proinflammuny events, sich a8 e expression of
monoovie chemouscrie progein (MOT')1," imerleukin (118
and mocrophage migration inhibiory facior (MIFL™" The
second crmicall [acuee i the himiaed rae and extem of w
revasculsrization.® During et solation, et vascular connec-
tions are disrupesd inducing chronic hypoia, sder desth, and
early fuilune.” Therefore. rapid, adequate reviscularization of
cingralied slets within T-12 davs is crucial for (s viabiiay and
funcrionafiny® 1slet novosoularization sséais 1o b oonrollad by
several factors,™ inchuding vascular endothelial facoe
(VEGE), a poweriul enic stimutin !
However, the influences of time of cultgre of sles on
cellilar machanisms involved in sl niviscalarization and

© 2011 by Sleiviar Inz. All rights resanved
300 Park Avehies South, New York, NY 10010-1710
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inflammatory reactions ane not well undersiood. The objec-
tive of this study was 10 examine signuling pathways ol
is and Inflimmatory reactions in pancreatic isles

during prerramsplanation cell culwre, seking m improve
the et condithons.

METHODS
Arimals

Fxpermenss were performed in accondance winh i principles snd
fridelings of the French legblation on animal welfere {Jooma
Ol namber §7-848), Wistar and Lewn rabs were supphed by
Jnavvict Laborstory {Le Gened 53 lake, France ). Runwere housed in
coflectivg cags i o emperaiune-controlied oom (23 = 1707 with
12 boar light: | 2-hour darknes oycles. Thiy wene fod SAFE-AD
(Willemomsonssuf-Orge, France) with food and waler available sd
libttam.

From the Centre Europden o studs du Diabote, Strasbourg.
Frawrsced.

Address reprint oot tooAlan Langlois. Ph, Contre Eurge
por o dtucs du Diabite. Boulevird Fend Rond Lanche, 67200
Stasbourg. France, E-mait: s langicdwBoved-diabote.omg
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Fig 1. 55 of ot pancreatic ikets aftor 0, 12, 24, and 48 hours of
cullure, Results won dxpressed b meath = S0 The infklonce of
the tma of cultum Wi nopresanted with *, P < 001" P <
i

]

kslot teolation =nd Purfication

Penceeatic Dot wore polmed from 250 -0 g msle sl Wislsr
s acoording (o Sutton ef al ¥ The bets were culiured 2t 37°C i
humidified air with 5% (0. m clther 48well culhmy plaies
(CELLSTAR. Gircingr Bev-one, Krempminettr, Austrii) o gxam-
i Tnctioaabiy or i e culinre Basks (25 an® 60 = 15 mm
duher (FLISTAR) [or mesenger BNA (mENA) cxirastion
Iskebs wore oultaredd fuw 0, 12, 24, or 48 hours in M1 mediam
{Lomes) supplemented with 109G bad et ivated letal calfl semm
{1CS; Cambrex Tho Science, Vervien, Delzinm) znd 3 1% midige
ol pemicilien | 10,000 [UfmL ), streplomycin {10 mgml.), and am-
phetaricin B (23 priml; AIVAM, Sigma),

slat Functionality

Alter 0, 12, 24 oo 48 hour of culture, 10 ety friam each
oxpermmenial commditom wing wisshnd ey prir o mesbalion
i Krebs-Hinssr bicarienste (KRB} slition with 03% FCS and
25 mmolL. gluoess | Sima ), Jsdots weng then stimaialed with KRB
soduikon armiaining 05 FOS plus 25 mmel/l plusose. Each
ey btien sop wa perfonmed for W mimtes 2 37°C o omadified
sl with 3% (0, Sopermates collecied after exch incubnilon wite
somd @ — 2300, Inmslin mossaromends worg peiformaed using et
i eorpme-linked mmanosorbent sy (FLISA, Memmdis,
Uppsada Swoden ), Th index of stamailation (15) was calculaled o
the rutho of stmadeted 1o bl iselin secrethon. Resulic are
reprosenintive of 4 separsiz cupermonis

Evaiuation of mANA Expiession using Polymerase Chain
HRoaction Amay System

Total cullular RNA wan axtracied g the RN¥easy Pho Mind Kit
(hemen, Conrtatosul, France) scoonling o (he maauistirars
imaructiesin. The quantiey sl quality of RNA wene spoctrophioto.
mttically deférmined by the MUETN0 nen ratio, Tetsl eatraitid
RNA (1jag) wns comwried 1o complamentary DINA (cINA) wming
& BT Fina Ssrand KA (SAResoenoe, Frodenck, M, Uaned
Statea)

A Pobymerase chain rescien (PUR) array sstem (RT Prodiler
T™ PCH Asray: Rat Angiogenain, SAHncietoa) was mad o
Kbt i€y anpaeponic prodaets of 4 peres 1hat modulase (s biokog
al proces, Fmally, pone capressson anabven wan periormed ioing
the BT Profiler PCH Array Data Asalysiy Tomplate «1.2 (laysel)

VIVOT. JEARDIDIER. DOLLINGES ET AL

www sablmcencoucomipor/armavanglniphp), Ihferences in the
amaias of lemplate CONA G cach readtion wore correctod by U
avcke (ol (CY) svulue for -S-actin. Mormalised ample wene
divided by the cilibragion |8 = 0 hod) o goteruse relatho eqreadon
kevels, Thi eomporative study of gene axfresaon was periormmead on 3
replicaed for cach condition

Statictical Analysis

Stanimical analysen wore porformed with Sigmamat 30 (S
Saftware, Point Richmond, Uniled States). Data are teported
mean valoes = standand devistions. Levels of sgnificence. for
influsnce of time of coltury on ishen wore ansessod by the oant
upnificant dilferencs anatvms of vanaoes (ANOVA) lem wah &
e o Boaferrom corredtion. The inflmeoce of ume af oulture
wam reproseriod Wil s asterel 1 all stathibical tosts, P << -wim
considessd w0 be significand.

RESULTS

The sudy of ket funcdonaliyy (Fig 1) showed a significant
decrease in the IS from 12 houn of culture omearnd 733 =
LAD (P < A1) ar 48 hours nnd 220 = LOS (/< (01) ar 48
hoars versus 1547 = 488 a0 bours. Associsted with this
loss ol functionality, PCR array snabvsis (Fig 2) nevealed
significant ovep-cypression of proimflimmatory. yuokines
und chemokines after 12 bours of culture namely, 1L
(SE422 = 282 SEfold change, P = .M01); Cel-2 (8148 =
16 1280k change: P < 0F); Cud-1 (4800 = 196:05-fnld
chamge; P < 015 and Cxgl-2 {20555 = &L64-Told change:
P < 001). Howsver, this over-axpressing ol proinf{lamma.-
1ry cytokines and chemokines decrensed ar 24 hours.
Mireover, during hie cxperiment, the isen exhibited
significam under-expression of growth faciors (Fig 3A) m
12 heurs of culigre, including angi in-1, EGF, M-
kene, and 1GE-1 with 006 = 005, (008 = 00], (L18 = 004,
and 005 = (2-fold change, respectively (P < J01).
Hiswever, VEGE-A (Fig 3A) wis over-axpressed o 48
hiours of culire, 3 161 = O1l-fnld change (P = 001}
Dxespite this resuln, after 48 hours of culure we obséned

1200 fd

& 1000 ® Cxeld
=

E " " olal2
35 "
[T m H

200 -

0
0 12 H 48
Time of culture fh)

Fg2 Fodchange sxpreasion of proinflammasany geres of mi
parreatic slits duning 0, 12 24, and 48 hours of cullure
Rosults were mprossed as mean © 50 The nfusnce of the tima
of clilture was represanied with *. ** P < 001 * P < 0);"F <
i -8
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Figd. Fold change expresmon of ganes mplcdted in angrogenesn in M pancmmidio mistas during 0, 12 24, and 48 hours of cuftura
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significan under-expression of ihe VEGF receplor Kdr
{ Fig 3H) during the experiment with a (L1056 = (LG8 fold
change (' < 001).

Moreover, al 48 hours! metallopepiidase 19 (MMPI9),
which i invabed in the degradation ol exmcefiular matx
necessary for viscular sprouting, wis over-capressed (82T =
L2kl P = 008 Fig 30, After 12 hours its inhibitor
TIMI'L (Fig 30) wis sipnificanily over-expressed, a 5428 =
15.08-fold change in expression (M < 00).

Finally, the gene expoession of PECAM-1 (Fig 300, a
mapkr indcior of angiegenesis, wis sgnificamly deoreased
during the sudy: a1 12 bours, 032 = 0,06, at 24 hours, (.25 =
0.24 and a 48 hours 17 = 0.15-fold change (" < J01)

DISCUSSION

Thin suily confirmed thin current culure condibons. are
debererions Tor et Juncuonalie'™™ First, our study
showed hat islen boss oould be expliined by imphroant
over-eapiosaens of ookmes and chemokines berween O
and 12 hours of culwre. Indeed, 116 and the Col/Crel
lamily are known 1o be delcwerious for isket viability. and
funcrionaliy. ™" Thus it will be necessary 0 acr immed|-
ately after the Bolavon procedure 1o redvce inflammatory
events. Secomnd. we have demomtred thal the ume of
auliw & unfavomble for sl angiogenesis. Indeed, many

factors imvolved in the [ormadon and mainicoanoe of
viessels ure under-expressed immaediaely afver sodanon and
during culwre, whereas VEGE-A wis over-papresed prb-
ablv due 1o hyoxin'” fn facy, in 4 prévious smay,'” we have
demonsiraied thot inducuon of sie angiogenests in Vi
imyprovied viability and funczionality afier tmnsplanttion,
sudy that bas been codfirmed by projeomic analysis

In conclasion, we showed thar current cakire conditions
are deleterious for pood implanintion of islets alter trans.
plamation. Modulation of expression of these genes in vitro
coithd By & realistic approach o improve tlet cagrafunedi
In v,
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ELSEVYIER

Instant Blood-mediated Inflammatory Reaction During Islet

Transplantation: The Role of Toll-like Receptors Signaling Pathways

K. Vivot, A. Langlols, M. Jeandiclier, W. Bletiger, M. Pinget, JP. Gies, and S. Sigrist

ABSTRACT

The instant blovd-mediated influammatory reaction (IBMIR) leads 1o massive destruction
of imnsplanted islets. Islet solation and time of cultre may elicn the release of poten
setivators of Tolklike receprors (TLRs) signaling pathways during IBMIR. This work
sought to evaluate the role of TLR signaling pathways 1o mediaie inflammatory reactions
solated rat pancreatic islets were cultured for 12, 24, or 48 hours. Their viability wus
assewsed by NMuorescein discewte/propidiom jodide and their funcrionality, by glucose
stimulation tests. Endotoxin levels were quantified using the Limulus Amebocyte Lysate
mssaya. After RNA extmction and reverse irmmseription, we performed polymerase chain
reaction (PCR) arrays. Samples obuined immedintely afier jsolation were delined as
controls Eighty-four genes belonging to the TLR signaling pathways, were compared with
control samples. After culture, istets were viable and functional with low endotoxin levels
(< L1 endowsin units/ml. ) showed TLR activation not due to exogenous contamination,
Anahis of PCR arrays highlighted significant up-regulation of TIR.2. After 24 hours of
culture, TLR-2 was up-regulated to 6.8 = (h-fold (P < 001) compared with controls but
decreased 10 43 = 14-fold after 48 hours. In the same way, expression of mycloid
difficrentiation primary respoose gene ¥8 (Myd88) was significantly up-regulated (3.2 =
D.A-fold [P < 101]) compured with controls. After 12 howrs of culture, interleokin- 10 pene
eapression was significantly up-regulmed a 116 = 3.7-fold (P < J35), reaching 17.5 = &3
after 24 hours. Finally, the cyclo-oxygenase-1 gene expression was up-regulared to 509 =
67, 1=fold (P < [08) afver 12 hours of cultvre. These data confirmed 1he implicarion of TLR

signaling pathways in carly inflammatory ovents,

ESTORATION of endogeniis sulln by et irafs-
plantation is an attractive wearment for Type | dia.
Betes mellius.! However, the instant blood-mediated in-
Mammanory rescuon (TBMIR) desroys approximately 0%
of pancreatic et immediately afier wnesplantathon ®
May reports suggest ihe implication of thi: Tol-lke recep-
tor (TLR) signaling pathwoy in TBMIR.
TLRs. which héilong 1o the pattern pathogen recepion
lamily, were originally known o bind pathogen-associted
motecular pouerns. Reqemly, many feporis suggest thal
TLRs bind ¢adogenous H-gmh called Atarmins that are
defined o inflammalory mediators thay are genoraied and
released alier dasue daminge® Thus, edarty cvonis ol isdet
isotaion and culture can elicin the release of porent actva:
tors of THMIR. The purpose of this work was w ovalsate in
witro thi role of TLR signaling pathways 1o médiag inflam.-
maory reactions hefore imnsplaniation.

0041-1345" 1/5-e00 frant mattor
et 10701 &) traneproosesd 2011 00058

e

MATERIALS AND METHODS

Far pancreatic slons were solied from make Wiotar rats (Cenre
didlgvage Depre, Saipt Dowlchand, Frasog ) weigliting 250 1o 300 ¢
by distending the poncreatic duct with collagenase {Sgma, St
Cueniin Fallavier, France), a5 proviosly described.” lsdets were
cultured for 12, 24, and 42 hoon in MIU% meduim (Giboo, Flacker,
Ilktech, France) eontimmg 105 host-inactvased fetsd calf serem
iLonm, Verven, Belgigoe)  amd 1% sotifeotic-antmyootic
(Gaihesd. After molation, 20 pancreatic skt cells wers obimined by
hanadpicking o evaluste vidsiny and lusctlotality. HNA wis
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INSTANT BLOCO-MEDIATED INFLAMMATORY REACTION

Fig 1. Viabdity of mi pancreatic mists using fuoroscen dince-
tatepropidium odde staning

entracied froen the remamning mlet cells for fevene Iranscrypiipn 10
complomentiny THNA. Samphes cutractod immediascly sfter Bola
thop wete defined as the control. To dewo the eveniioel pressnos
of endotoxin comaminais o (he ciliure mpornaies, we uaed the
Frndpeing Chovasogende LA, CHCL- L000™ gy (1 o ) Dok ing
the manuiaciener’'s e on

Lt wvaabdliny we detenmbned wung Doonsock  diacolale;
(Sepma) und propadium odide, To evaluate functionadity, cell werg
potmseoupvely stimuldeied  lor Memipude perods b Keobs bufler
comtaining A3 mmodl. goose (perind one) and 2735 mmall
r]u-urh; (period two ), Aler cell J?:m.. ihe wenount of proigin wia
evilumied noconding 1o (e Brnctiond method with inaulin ooncen
tradboves determinsd by gouryme-linked ummunosorbent §denoodis,
Uppeals, Sweden), Resla were eaprossad s the sl of imseling
tonal proteing. Pobymeress cham rescten (POR ) arreys (SAHioscs
eneei, Frodemck, Marviaad, USA) wete penlirmed Tollowing the
matifscruree’s el raciioo
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Data were expreasad a8 mian valies = sasdand ermsr ol the
miran Stedent @ lests were used (0 evahiale sististical significance
with P valixs < 08 commidered 1o be signiflcant

RESULTS

The wems wene viable (Fig 1) amd functional (data noa
aheiwm ) withour endotoxin comamination, nameby, kevels in
all cultere supernates werd less than (1 wnies/ml

Among the 84 sorcened gened, the expressions of six
genvs wore modolmed during the culiure. TLR.D was
up-reguiated compared w comtrols during the culiure. AL L2
hours, TLR-2 cxpression wis significanty incressed o
35 = L6 fold (P < 05) compared with controls being
highest s 24 hours, namely 6.8 = 0.6 incresse (' < Q0L L In
e me way, 1 24 hours the gene ¢xpression of myclodd
diferenuanon primary response gene S8 (MydS8) was
sgnificantly up-regulated o 32 = Dd-fold (F < 001)
ql'jg.‘_ 2AN

Cyelooxygenase-2 (O0X-Z) gene expression decreased in
a ime-dependent manper. After 12 hours of culiure, gene
expression wis op-regulated 30 = 671 fold (' < 05)
decrensing po 899 * 56, 3-fold ar 48 hours of culiure (Fig
2H). Moreover, cytoking and chemoking gene cxpreshons
were also up-reguiated in time-dependent manner includ-
ing the OOX-2 gene. The transcript fevel was highest ap 12
hours of culwre For example, inwrleakin (IL}-10 and
CXCLLID gene exprossions wene Incremsed 116 = 3.7-fold
(7" < 05yand 118 = 2.6 (P < .0F)-fold, respecrively a1 48
hours of culture, the change in [L-10 and CXCLID reached
onlv 68 + 55 and 1.23 = (3 fold, respectively (Figs 3¢
1), As expecied, 116 gene expression wiei dramatically
increased w1 12 hours to 17575 < $24.6-fold decreming to
110] = 02 A-fold e 28 hours of culire,

RERARE

CELLR

Fig 2. Fold reguiation ol [A)
Todbelikiny rcaptom, (B) cycioos-
ypunase-2 [COK.F, ) oylo-
I kinew, (O] CXCLI0, and gera
enpréession of Ral pancroeabic -
ot aftor 0, T2, 34, and 48 hours

Lt ol Gulture.
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DISCUSSION

Finally, these duma confirmed the fmokement of TLR
signaling pathways in the early evenis belore ransplanis-
tion. However, an understanding of motecular mechanisms
and paleai beivaiors of TEMIR could yisld improved Bl

iransplantation.
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Identification des mécanismes cellulaires et molécu laires a
I'origine de la perte précoce des ilots pancréatiqu es au

cours de la transplantation

Résumé

De l'isolement des ilots pancréatiques a leur imgaligon, I'inflammation est omniprésente au

cours de la transplantation d'llots pancréatiqlesmaintien d’'une inflammation contrélee

est essentiel pour préserver la survie et la fonoflité du greffon a court et long terme.

L’objectif de ce travail de these est d’identifiécisément les mécanismes inflammatoirg
I'origine de la perte précoce des ilots et de déiteer des cibles thérapeutiques pour lim
ces réactions inflammatoires.

Nous avons ainsi démontré que les conditions dereuinduisent des réactions a l'origine
développement d’'un phénotype pro-inflammatoire mi-gxydant propre a Iflot. Cett
induction se caractérise par une élévation de deégen de cytokines, de chimiokines p
inflammatoires, une activation des voies de linftaation Toll-like récepteurs (TLRs
dépendantes et une génération d'especes réactweboxd/gene (ROS). Toutefois, ¢
processus peut étre prévenu par I'activation derid oxygénase-1 (HO-1), une enzyme 3
oxydante et anti-inflammatoire.

Par I'étude des réactions inflammatoires sur unéteodnimal de transplantation mimant
conditions de transplantation humaine, nous avoamodtré qu'un changement d
médiateurs plasmatiques de l'inflammation et dugmme hépatique s’opére 12 heures a
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transplantation. De plus, ces résultats sont ass@cune infiltration des ilots par les cellules

immunitaires qui s’organise 12 heures apres transation
Nous avons également établi le rble anti-inflamnnatale la rapamycine (une drog

immunomodulatrice) sur les ilots et les macrophagegtro. Nous avons ainsi démontré que

'usage de la rapamycine avec la mise en place pigrtraitement des ilots et du recev
avant la greffe serait envisageable.

Ces travaux ont permis de caractériser les mécasismflammatoires mis en ceuy
immédiatement avant et apres transplantation. Ages données offrent de nouvelles pis
thérapeutiques susceptibles de prévenir et/ou dimltinflammation au cours de |
transplantation d’flots pancréatiques.

Mots Clefs : Diabete - Transplantation d'flots pancéatiques - Inflammation - Instant Blood
Mediated Inflammatory Reaction - Toll-Like Récepteus - Stress oxydant - H&éme oxygénase-1

Cytokine.
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Identification of cellular and molecular mechanisms

responsible for early loss of islets during transpl antation

Résumé en anglais

From isolation of pancreatic islets to their impkgion, the inflammation is ubiquitous in t
pancreatic islet transplantation. Maintaining atogted inflammation is essential to prese
the survival of the graft and the functionalitytire short and long term. The objective of

work is to identify precisely the inflammatory maectsms behind the early loss of islets

identify therapeutic targets to reduce these infletory reactions.

We have demonstrated that culture conditions inalaaetions causing the development

specific proinflammatory and pro-oxydant phenotiglet. This induction is characterized
an increase in the secretion of cytokines, cheneskpro-inflammatory activation pathwa
of inflammation Toll-like receptors (TLRs) -depemdleand generation of reactive oxyg
species (ROS). However, this process can be preddryt the activation of Heme oxygena
1 (HO-1), an antioxidant and anti-inflammatory emzey

By studying the inflammatory responses in an animadlel of transplantation mimicking t
conditions of human transplantation, we demondrétat a change of plasma mediator
inflammation and liver proteome occurs 12 hourgraftansplantation. Furthermore, th
results are associated with infiltration of theeislby immune cells which organizes 12 h¢
after transplantation

We also determined the anti-inflammatory role garaycin (an immunomodulatory drug)
the islets and macrophagesvitro. We have thus demonstrated that the use of rapaf
with the establishment of a pre-treatment of iséetd recipient before transplantation cg
be considered.
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These studies have characterized the inflammat@ghanisms implemented immediately

before and after transplantation. Thus, these platgde new therapeutic approaches that
prevent and / or reduce inflammation during partareslet transplantation.

Keys Words: Diabetes - Pancreatic islet transplantion - Inflammation - Instant Blood
Mediated Inflammatory Reaction - Toll-Like Receptors - Oxidative Stress - Heme oxygenase-
Cytokine.
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