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Résumé

Introduction : Outre son réle immunosuppresseur et anti-prolifératif, le sirolimus, un
inhibiteur de mTOR (mechanistic Target Of Rapamycin), a également des effets sur les
métabolismes glucidique et lipidique, variables selon la dose, la durée du traitement et les
apports nutritionnels. In vitro et in vivo, il inhibe 1’adipogenése et conduit a une diminution de
MG (masse grasse). A la différence des greffes d’organes solides, les TIL (transplantation
d’ilots de Langerhans) donnent lieu & une perte de poids des patients. Notre hypothése était
que le sirolimus y contribue. Pour la vérifier, nous avons comparé, de maniére longitudinale,
la composition corporelle et les paramétres métaboliques des patients DT1 (diabétiques de
type 1), greffés d’ilots, selon deux protocoles d’immunosuppression dont un contenant du
sirolimus. Patients et Méthode : La composition corporelle, les marqueurs du tissu adipeux :
IMC (indice de masse corporelle), MG, leptine et les paramétres métaboliques : HbAlc
(Hémoglobine glyquée), glycémie a jeun, peptide-C, B-score, HOMA-IR, de patients greffés
d’1lots traités ou non par sirolimus ont été comparés avant et un an aprés transplantation.
Résultats : De 2004 a 2017, 35 patients ont été inclus, 22 dans le groupe « sirolimus » et 13
dans le groupe « non-sirolimus ». Dans les 2 groupes, un an apres la transplantation, nous
avons observé une baisse significative de I’'IMC et de la MG. Un an aprés la transplantation
d’ilots, ’IMC, la MG ainsi que le controle glycemique ne different pas entre les 2 groupes,
sauf pour la leptinémie qui était plus faible dans le groupe « sirolimus » par rapport au groupe
« non-sirolimus » (p=0.006). Le taux de sirolimus plasmatique était corrélé négativement a
I’IMC, a la MG et & la leptine. Conclusion : Un an aprés la greffe, la TIL des patients DT1
est associée a une perte significative de MG et a un meilleur équilibre métabolique dans les
deux groupes. La leptinémie était plus basse chez les patients traités par sirolimus a un an
suivant la TIL. Ces résultats suggerent que 1’exposition au sirolimus pourrait moduler la

qualité du tissu adipeux et ainsi 1’insulino-résistance.
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Introduction

1. Géneralités sur le diabéte de type 1

Epidémiologie
Le diabete est un probleme de santé publique majeur. Selon la Fédération Internationale du

Diabete, 8,8% de la population mondiale est diabétique et entre 10 a 15% de ces patients ont

un DT1 (diabete de type 1) (1).

Le DT1 est une maladie chronique auto-immune caractérisée par un déficit de la masse -
cellulaire responsable d’un défaut d’insulinosécrétion endogéne qui conduit a une
hyperglycémie (2—4). L’incidence du DT1 ne cesse d’augmenter dans les pays occidentaux.
Selon I’étude Eurodiab (European Diabetes) la prévalence du DT1 atteindra 160 000 sujets

européens de moins de 15 ans en 2020 (5).

Les complications du diabéte de type 1

Le pronostic de la maladie diabétique est principalement lié aux complications qu’elle
entraine lorsque 1’équilibre glycémique n’est pas optimisé. Les complications chroniques liées
a I’hyperglycémie chronique, comme la rétinopathie diabétique, I’insuffisance rénale, la
neuropathie et les maladies cardiovasculaires (accident vasculaire cérébral, infarctus
myocardique, artérite pouvant conduire a 1’amputation). Ces complications chroniques sont
des causes majeures de morbi-mortalité chez les patients diabétiques. L’essai clinique
randomisé DCCT (Diabetes Control and Complications Trial) et 1’étude observationnelle
EDIC (Epidemiology of Diabetic Complications) montrent que 1’insulinothérapie intensive
permet, mieux que I’insulinothérapie dite « traditionnelle », de retarder I’apparition de ces
complications (6). Malheureusement, selon 1’étude ACCORD (Action to Control

Cardiovascular Risk in Diabetes), I’intensification de 1’insulinothérapie augmente le risque
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d’hypoglycémies malgré le recours aux technologies de surveillance en continu de la
glycémie (7), et entraine une surmortalité globale chez les patients diabétiques de type 2 (8).
Outre ces complications chroniques, les patients peuvent présenter des complications aigues,
hyperglycémies ou a des hypoglycémies séveres, parfois non ressenties (9) les exposant a un
risque vital aigu (coma hypoglycémique, acidocétose, traumatisme) (10-12). Celles-ci
participent a 1’altération de la qualité de vie des patients. Par ailleurs, il est maintenant bien

établi que les hypoglycémies sont responsables d’un altération des fonctions cognitives (13)

C. Instabilité du diabéte de type 1

La définition du DT1 instable est encore floue. Initialement, il était défini par une variabilité
glycémique importante malgré un traitement insulinique optimal, donnant lieu a des épisodes
fréquents et imprévisibles d’hypoglycémies ou d’hyperglycémies sévéres et a des
hospitalisations répétées, ce qui altérait séverement la qualité de vie (14,15). Aujourd’hui, on
tend a le définir par la survenue d’hypoglycémies sévéres nécessitant 1’aide d’un tiers, ou
d’hypoglycémies non ressenties définies par un score de Clarke > 4 avec une variabilité
glycémique importante. Dans cette situation, les données glycémiques issues des auto-
surveillances ou d’une mesure continue du glucose (CGMS, continuous glucose monitoring
system) révelent une variabilité glycémique sévere. Des critéres chiffrés ont fait récemment
I’objet d’un consensus international (16):
— HbAlc > 7,5-8%,
— Score de Clarke > 4 et >1 hypoglycémie sévere /an (nécessitant I’aide d’un tiers)
— Variabilité glycémique excessive sur le CGMS, définie par :
o Déviation standard de la glycémie > 2.2 mmol/I
o Ou coefficient de variation > 30 %

o Ou temps passé en hypoglycemie (< 3 mmol/l) >5 %
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L’instabilité glycémique entraine des complications a long terme, dont une insuffisance rénale
pouvant mener & une greffe rénale, plus de complications cardiovasculaires et de rétinopathies
(17). Elle multiplie la mortalité par 3, soit de I’ordre de 4% chez ces patients (18).
L’identification des facteurs favorisant 1’instabilité est essentielle pour la prise en charge de
ces patients avec une instabilité glycémique (Tableau 1). En I’absence de facteurs favorisants,

il s’agit d’une forme rare de DT1 qui représenterait 2,9 cas sur 1 000 (19).

Tendance hyperglycémie Tendance hypoglycémie
Causes Phobies des hypoglycémies Corrections excessives
extrinseques Resucrages excessifs Alcool
Trouble du comportement Activité physique
alimentaire Troubles obsessionnels
Dysmorphophobie compulsifs
Causes latrogéne : glucocorticoides Cause auto-immune : anticorps
intrinséques Néoplasie anti-insuline et anti—récepteur
Infections de I’insuline

Endocrinopathies

Syndrome de Cushing Insuffisance surrénalienne
Acromégalies Hypothyroidle
Hyperthyroidie Maladie coeliaque

Gastroparésie

Troubles de résorption de I’insuline :

lipoatrophie ou lipohypertrophie

Tableau 1: Facteurs favorisant ['instabilité glycémique

10
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Traitements du diabéte de type 1

L’insulinothérapie est la pierre angulaire du traitement des patients DT1. L’insuline a été
utilisée pour la premiere fois en 1922 grace aux travaux de Best et Banting (20). Sa structure
biochimique a été découverte bien plus tard, en 1955, par le biochimiste anglais Sanger,
récompensé par un prix Nobel. Le développement des formes thérapeutiques de 1’hormone
s’est accéléré a partir des années 70, avec notamment 1’arrivée des insulines dites "ultra-
purifiées”, issues de pancréas de beeuf ou de porc, beaucoup mieux tolérées par les patients.
Dix ans plus tard, on a pu proposer une insuline humaine, produite par génie génétique en
insérant un géne de I’insuline humaine dans des bactéries. La décennie suivante (années 90) a
été marquée par 1’apparition des "analogues” de I’insuline, des insulines génétiquement
modifiées d’action plus rapide ou plus longue et des schémas multi-injections. Depuis, de
nombreux outils thérapeutiques plus ou moins sophistiqués ont montré leur efficacité pour
réduire la variabilité glycémique. Certains d’entre eux, tels que les pompes a insuline
associées ou non a des dispositifs de CGMS, sont couramment utilisées. Un traitement par
pompe a insuline permet la diminution de I’HbAlc de I’ordre de 0,6 % par rapport au
traitement par injections multiples dans le DT1, et divise par 4 la fréquence des
hypoglycémies séveres (21-23). Dans des cas particulierement complexes, le recours au
traitement par pompe a insuline couplée a un capteur avec arrét automatique de I’insuline en
cas d’hypoglycémie, voire d’hyperglycémie, précede souvent la TIL (transplantation d’ilots
de Langerhans) ou la greffe de pancréas qui restent les moyens les plus efficaces pour réduire

la variabilité glycémique (24-27).

11
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2. Transplantation pancréatique et d’ilots de Langerhans

a. Généralités

La restauration de I’insulinosécrétion endogéne, déficitaire chez les DT1, peut étre obtenue
chez des patients sélectionnés ayant bénéficié ou non d’une greffe de rein, en réalisant une
transplantation allogénique de pancréas entier ou d’ilots pancréatiques intra-portale.

La premiere greffe de pancréas chez I’homme a été réalisée en 1966. Il en existe désormais
différents types : la greffe de pancréas soit isolée, soit réalisée aprés une greffe de rein, soit
combinée & une greffe de rein. Selon les données de I’agence de la biomédecine, le taux
d’insulino-indépendance des patients ayant bénéficié d’une greffe de pancréas aprés une
greffe de rein est de 79 % a un an (24). Cependant, cette intervention chirurgicale est assez
lourde (2 a 3 semaines d’hospitalisation) et exige un bon état vasculaire car les anastomoses
sont effectuées sur les axes iliaques. Des complications surviennent dans pres de 30% des cas.
Elles nécessitent donc souvent une ré-intervention et sont associées a une mortalité élevée
(28,29). Par ailleurs, le pancréas est un organe difficile a prélever car trés sensible a
I’ischémie, ce qui limite le nombre de pancréas utilisables pour une transplantation de
I’organe entier et explique également une perte du greffon pancréatique dans environ 10 %
des cas (30). C’est pour ces raisons qu’au cours de ces dernieres années, la TIL a pris autant
d’importance.

L’idée que la greffe de fragments pancréatiques puisse normaliser la glycémie de patients
atteints de DT1 remonte aux travaux de Minkowski en 1892 et de Williams en 1894 (31,32).
Il a toutefois fallu attendre 1989 pour qu’une équipe américaine réalise une TIL et parvienne
ainsi a normaliser la glycémie de patients devenus diabétiques a la suite d’une exentération
abdominale (foie, pancréas, rate, estomac, duodénum et intestin) pour une tumeur trop

étendue (33). En 2000, la mise au point d’un protocole d’immunosuppression sans stéroides,

12
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nommé protocole d’Edmonton, a permis d’obtenir une insulino-indépendance pendant au
moins un an chez 7 patients atteints de DT1 ayant recu une TIL (34). Depuis, de hombreux

centres ont développé cette approche dans le cadre d’essais cliniques (35-37). Selon le CITR

(Collaborative International Transplantation Registry) 2016 (www.citregistry.org), entre 1999
et 2013, plus de 1 000 patients a travers le monde ont recu une TIL, seule ou aprés une greffe
rénale.

Protocoles d’immunosuppression

Actuellement, il existe en France 2 protocoles d’immunosuppression de TIL : le protocole dit
d’Edmonton et un protocole n’utilisant pas le sirolimus, qu’on nommera « NON-Sirolimus »,
similaire a d’autres protocoles de greffes d’organes.

Protocole d’Edmonton

Ce protocole associe 3 molécules : le sirolimus, un inhibiteur de mMTOR (mammalian target of
rapamycin), le tacrolimus, un inhibiteur des calcineurines et le basiliximab, un anticorps
monoclonal anti-interleukine 2. Il differe du protocole « non-sirolimus », notamment par

I’absence de corticothérapie systémique.
Protocole non sirolimus

Ce protocole ne comprend pas de sirolimus, mais du mycophénolate associé a un inhibiteur
des calcineurines prescrit a plus forte dose en maintenance. Il comporte a I’induction une
administration initiale d’anticorps anti-lymphocyte avec un bolus unique de
méthylprednisolone, les inductions pour les 2°™ et 3&éme injections étant assurées par un anti-
récepteur de I’interleukine 2. De ’etarnecept, un anti-TNFo (Tumor necrosis factor a) est

également prescrit.

13
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Critéres d’éligibilité a la transplantation d’ilots de Langerhans

Les difficultés liées a la pénurie de greffons pancréatiques, aux techniques d’isolement et a la
nécessité d’un traitement immunosuppresseur limitent la TIL aux patients présentant les
formes les plus instables ou compliquées de la maladie (38). En France, la greffe n’est
actuellement réalisée que dans le cadre d’essais cliniques. Des recommandations récentes
viennent d'étre publiées (24). Le tableau 2 résume les indications des différents types de
greffe.

Aprés avoir éliminé une cause organique d’instabilit¢é glycémique (malabsorption,
dysautonomie, insuffisance surrénalienne ou corticotrope), les patients qui peuvent étre

candidats a une TIL doivent répondre aux criteres suivants :

Age > 18 ans et DT1 depuis au moins 5 ans

- IMC < 30 kg/m?

- Peptide-C plasmatique basal < 0,3 ng/mL ou stimulé < 0,5 ng/mL

- Besoins insuliniques < 1 UI/Kg/j

- En cas d’instabilité¢ glycémique : hypoglycémies sévéres justifiant I’intervention d’un
tiers, ou non ressenties, et/ou mal équilibrés avec une HbAlc > 7,5-8% malgré un
traitement optimisé bien conduit pendant plus de 6 mois

- Contre-indication a la greffe pancréas : 4ge > 55 ans, sténose des arteres iliaques,

cardiopathie sévere ...

- Aprés une greffe rénale lorsque I'équilibre glycémique est non-optimal.

Les patients dont I’adhésion au suivi médical post-greffe ou au traitement immunosuppresseur

risque d’étre difficile ne peuvent pas bénéficier de la thérapie cellulaire.

14
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Greffe de pancréas Sujets DT1 < 45-55 ans

(combinée a une greffe de rein)  Insuffisance rénale pré-terminale ou dialyse

Diabéte instable malgré insulinothérapie optimisée
Allogreffe d’ilots seuls Hypoglycémies fréquentes et /ou non ressenties :

e Scorede Clarke >4

Contre-indication (ou refus) d’une greffe rein-pancreéas :
Allogreffe d’ilots aprés rein e Age>55ans
e Complications macroangiopathiques sévéres
Echec d’une greffe rein-pancréas avec greffon rénal fonctionnel

Greffe de rein avec donneur vivant

Pancréatites génétiquement déterminées, apres pancréatectomie
Autogreffe d’ilots Tumeur intracanalaire pancréatique mucineuse papillaire
Tumeurs pancréatiques multiples hors contexte génétique

Traumatismes pancréatiques nécessitant une pancréatectomie

Tableau 2 : Indications des greffes pancréatiques et d’ilots de Langerhans (36)
DT1 : Diabéte de type 1

Résultats de la transplantation d’ilots de Langerhans

La TIL a permis une nette amélioration de la qualité de vie des patients souffrant d’un DT1
instable. Cette amélioration se traduit par la disparition des hypoglycémies séveres, une
diminution des doses d’insuline voire d’un arrét de 1’insulinothérapie et d’une restauration des
mécanismes physiologiques de contréle glycémique chez les patients greffés (27,39,40).
D’aprés le CITR 2016, I’analyse univariée a 5 ans du nombre de patients insulino-
indépendants révele un taux de 30% pour les TIL seuls (islet transplantation alone, ITA) et de
20% pour les TIL aprés transplantation rénale (islet after kidney, IAK transplantation).
L’analyse de différentes séries révele des taux d’insulino-indeépendance variables entre 10-
65% & 5 ans dans de petites séries (10-65 patients) d’ITA ou d’lIAK (39,41-45). En France, le
groupe GRAGIL a montré qu’entre 2003 et 2010, 60% des patients greffés avaient connu une

période d’insulino-indépendance pendant les 5 ans suivant la greffe avec cependant moins de
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20% d’insulino-indépendants & 5 ans (46). Peu d’études ont rapporté les données d’insulino-
indépendance aprés 10 ans de suivi. En France, 1’équipe lilloise a montré que plus de 70% des
flots greffés sont fonctionnels (Peptide-C détectable) et que 25% des patients traités selon le
protocole d’Edmonton restent insulino-dépendants avec un taux d’HbAlc < 6,5%, 10 ans
apres la TIL (47). La qualité des résultats dépend beaucoup de la masse d’ilots greffés.

Malgré 1’amélioration des techniques de greffe et 1’optimisation des protocoles
d’immunosuppression, les résultats de la TIL restent limités par la perte progressive de
fonction du greffon responsable de la perte de I’insulino-indépendance. Comme dans de
multiples types de greffe, différents facteurs ont été identifiés : la réaction inflammatoire et
thrombotique rapide dans les suites de la transplantation, les réactions auto et allo-immunes
humorales et cellulaires, la réaction inflammatoire non spécifique, I’hypoxie cellulaire lors de
I’isolement des ilots au laboratoire, la lipotoxicité due a I’afflux de nutriments au niveau
hépatique en post-prandial, le surpoids, le syndrome métabolique et les effets secondaires des
immunosuppresseurs (48-51).

Le tableau 3 montre que la TIL est le seul type de greffe ou 1’on observe une perte de poids au
cours de la transplantation (41,48,52-54). Ceci peut s’expliquer par 1’absence d’utilisation de
corticostéroides a long terme a la différence des protocoles d’immunosuppression de greffe
rénale, hépatique, cardiague et pulmonaire  contrairement aux  protocoles
d’immunosuppression de TIL seuls. Plusieurs études relatives a ces différents types de greffe
se sont intéressées a I’impact du sirolimus sur le poids au cours de la premiere année de
greffe. Diekmann et al., ont montré que la prescription de sirolimus dans le protocole
d’immunosuppression suivant la greffe rénale permettait de limiter significativement la prise
de poids, surtout dans les 6 mois suivant la greffe (55). Dunkelberg et al., ont également
constaté, au sujet de la transplantation hépatique, que 1’association de sirolimus au protocole

d’immunosuppression permettait d’obtenir, un an apres la greffe, un nombre moins important
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de patients obéses (20/170 vs 30/180, p <0,05) (56). McKenna et al., ont confirmé que la
prise de poids de patients transplantés hépatiques était moins importante lorsque le protocole
d’immunosuppression contenait du sirolimus (poids médian a 2 ans : 75,3 versus 84,1 kg dans

le groupe sirolimus versus non-sirolimus, p=0,05, confirmé également & 5 ans) (57).
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Références n= | Evolution
TIL Ryan et al. (41) 65 | N Poids moyende5,4kgenlan
Poggioli et al. (54) 52 | \ Poids moyen de 3,7 kg en 18 mois
Rickels et al. (53) 12 | N Poids moyen de 5 kg en 7 mois
Greffe Johnson et al. (52) 115 | 2 Poids (> 10% poids initial) chez 57% des patients.
renale 49% des patients en surpoids a 1 an
Merion et al. (49) 263 | 2 Poids moyen a1l an : 9 Kkg chez les patients non-
obéses, 14 kg chez les obéses
Gill et al. (58) 252 | 2 Poids moyenalan: 8,5Kkg
Cofanetal. (59) 2691 | A 1lan: 26% des patients avec un poids normal ont
développé un surpoids et 6% une obésité.
De Oliviera et al. 203 | 2 Poids moyenalan:4kg
(60)
Diekmann et al. (55) | 1178 | Prise de poids de 2,8+/-4,6 kg en 2 ans dans le groupe
sirolimus vs. 6,2+/-6,6 kg dans le groupe non sirolimus
Greffe Schiitz et al. (61) 30 | 2 Poids moyena?2ans: 12 kg
hépatique 2 MG moyenne : 8,7 kg
Bianchi et al. (62) 99 | Alan: 57.4% des patients présentaient un surpoids ou
une obésité contre 37,5% avant TP
Martinez-Camacho 2968 | 2 IMC (> 1 point) = 54%
et al. (63)
Dunkelberg et al. 350 | Nombre de patients obéses moins importants dans le
(56) groupe sirolimus (20/170) contre 30/180 dans le groupe
contréle, (p <0,05)
Greffe Williams et al.(64) 158 | 2 Poids moyen a1 an: 10,3 +/- 10,6 kg
cardiaque Baker et al. (65) 47 | 2 Poids moyen alan: 10,1 kg +/- 1,6
Greffe Singer et al. (66) 587 | 2 Poids moyen 1 an = +10% / poids avant greffe
pulmonaire | Carvalho Aradjo et 117 | 2 Poids moyenalan:5,78 kg
al. (67)

Tableau 3 : Evolution pondérale au cours de différentes greffes d’organes solides

Kg : Kilogrammes, IMC : Indice de masse corporelle, MG : Masse grasse, n=nombre de sujets, TIL :

Transplantation d ‘Tlots de Langerhans,
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3. Sirolimus

a. Mécanisme d’action

Les inhibiteurs de mTOR sont de puissants immunosuppresseurs utilisés pour la prévention
du rejet aigu lors des transplantations d’organes solides. Ils sont également utilisés en
oncologie dans différents cancers pour leur role inhibiteur sur les voies de signalisation de la
croissance cellulaire, de 1’angiogénése et dans le métabolisme (68,69). Ces traitements
modifient les métabolismes glucidique et lipidique et entrainent fréquemment des diabétes et

des dyslipidémies (69-72).

Le premier inhibiteur de mTOR développé a été la rapamycine, un macrolide aux propriétés
antifongiques, découvert en 1964, a partir d’une bactérie, Streptomyces hygroscopicus, qui
sécrete cette molécule (73,74). La rapamycine a obtenu son autorisation de mise sur le marché
pour ses propriétés immunosuppressives a la fin des années 1990. Elle est actuellement

exploitée sous le nom de sirolimus (Rapamune®).

Le sirolimus se lie au domaine FRB de FKBP-12 (FK-binding protein 12), une
immunophiline (superfamille de protéines intervenant dans le repliement et dans 1’assemblage
d’autres protéines) formant ainsi un complexe sirolimus-FKBP-12 qui inhibe mTORC1
(70,75). Outre son rdle sur mTORC1, le sirolimus inhiberait aussi 1’assemblage de mTORC?2,
et donc sa fonction, a la suite de sa liaison avec FKBP-12. La rapamycine peut également se
lier a d’autres FKBPs, comme FKBP-51 et FKBP-52, empéchant ainsi la complexification de

mMTORC2 et donc sa fonction (76).

19



Arnaud JANNIN Introduction

Voie de signalisation mTOR

La protéine mTOR est une protéine sérine/thréonine kinase, appartenant a la famille des
kinases associées au PI3K (phosphoinositide 3-kinase). Elle est essentielle dans la régulation
du cycle cellulaire, dans la traduction et dans les métabolismes lipidique et glucidique. Elle
permet 1’adaptation de la cellule aux processus anaboliques et cataboliques en réponse aux
facteurs environnementaux comme les facteurs de croissance, les acides aminés et le stress.
Une dérégulation de la voie mTOR est associée a de nombreuses pathologies comme

I’obésité, le diabéte de type 2, le cancer et de nombreuses pathologies neurologiques (68,69).

La protéine mTOR est présente, au niveau cellulaire, en 2 complexes multiprotéiques appelés
MTORC1 et mTORC2, selon les sous-unités régulatrices qui les constituent, respectivement
la sous-unité raptor (regulatory associated protein of TOR) et la sous-unité rictor (rapamycin-
insensitive companion of TOR), respectivement) (Figure 1) (69,77):

- Le complexe mTORC1, composé de 5 unités, est essentielle au fonctionnement

cellulaire en favorisant la transcription, la traduction, la croissance et le métabolisme
cellulaire en réponse a des acides aminés, au stress, au statut énergétique, a
I’oxygénation de la cellule et a des facteurs de croissance (dont I’insuline).

- Le complexe mTORC2 est composé de 6 sous-unités, dont 4 sont communes avec

mTORCLI. Il participe aussi au cycle cellulaire, a la migration, au métabolisme et a
I’organisation du cytosquelette en réponse a des facteurs de croissance et a des acides
aminés.
Cette voie de signalisation, PI3K/Akt (protein kinase B) /mTOR, est activée par de nombreux
signaux extra et intracellulaire. Elle est en particulier mise en jeu en aval de I’activation de
nombreux recepteurs a activité tyrosine kinase, comme ceux de la famille de ’EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor), et ceux de I’IGR (Insulin-like Growth Factor Receptor).
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Cette voie est souvent activée pour répondre a un besoin métabolique immédiat et va entrainer
une synthése protéique adaptée. L’activation de la voie mMTOR est également fonction du
statut énergétique de la cellule. En effet, lorsque 1’apport énergétique est faible, 1’élévation du
ratio intracellulaire AMP/ATP (Adénosine mono ou tri-phosphate) active le TSC (Tuberous
sclerosis complex) via ’AMPK (Adenosine Monophosphate-Activated Protein Kinase) et
donc réprime mTORC1. A linverse, lorsque les apports énergétiques sont suffisants,
I’activation de la voie PI3K/Akt sous I’influence des facteurs de croissance inhibe le TSC.
L’hypoxie quant a elle induit I’expression du gene REDD1 (Regulated in Development and
DNA damage responses) responsable d’une activation du TSC et donc d’une répression de
mTOR (78-80). La voie de signalisation mTOR est donc un régulateur central qui détecte la
disponibilité en nutriments (glucose, acides aminés, cholestérol et fer), la disponibilité en
facteurs de croissance et la disponibilité énergétique.

Une fois le récepteur activé par la fixation de son ligand, une autophosphorylation activatrice
du récepteur va s’opérer sur de multiples résidus tyrosine générant I’activation en cascade de
plusieurs molécules dont la cible est la PI3K (Figure 1). Ces molécules intermédiaires sont
représentées par les substrats 1 a 4 du récepteur de I’insuline (IRS 1-4) et la protéine SHC
(SH2-containing  collagen-related  proteins). La  protéine  PI3K  convertit e
phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphates
(PIP3) nécessaire a I’activation de la voie mTOR. Cette molécule est reconnue par des
protéines possédant un domaine PH (Plekstrin homology domain), en particulier deux
sérine/théronine kinase, PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase) et Akt, la premiere étant
capable de phosphoryler la seconde. L’action de la PI3K est contrebalancée par celle d une
phosphatase appelée PTEN (Phosphatase and tensin homolog on chromosome 10), qui
hydrolyse spécifiquement le groupement phosphate fixé sur PIP2 par la PI3K. PTEN est donc

responsable du contrdle négatif de la voie PI3K. Akt est capable de phosphoryler une protéine
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appelée TSC2. Son association avec TSC1 forme la GAP (GTPase activating protein) d’une
protéine G localisée au niveau de la membrane lysosomale, la protéine RHEB (RAS homolog
enriched in brain). TSC2 stimule ’activit¢é GTPasique et désamorce RHEB en RHEB-GDP.
Seul RHEB-GTP peut activer mTORC1, cette derniére sera donc activée a la suite de
phénomenes inhibiteurs (Akt inhibe TSC2 par phosphorylation et TSC2 inhibe RHEB-GTP
en accélérant I’hydrolyse du GTP en GDP). L’activation de mTORCI, a son tour,
phosphoryle ses deux effecteurs d’aval : la p70S6 kinase (S6K1) et la protéine de liaison (4E-
BP1) du facteur eucaryote d’initiation de la traduction 4E (eIF4E), qui permet la synthése
protéique nécessaire a la survie, la croissance et la prolifération cellulaire. Par ailleurs, la voie
MTOR est également essentielle a 1’angiogénése, et dans le métabolisme glucidique et

lipidique. C’est cette derniére partie qui va particuliérement nous intéresser.

Effets métaboliques du sirolimus

Les effets métaboliques du sirolimus sont complexes. lls dépendent non seulement de la dose
et de la durée d’administration mais aussi du type cellulaire et de I’environnement
métabolique

1) Effets sur le métabolisme lipidique (Figure 1)

De nombreuses études se sont intéressées au role de la voie mTOR dans la formation

adipocytaire ainsi que dans la synthése lipidique notamment en réponse a 1’insuline (81,82).

L’adipogenése se fait en deux étapes : d’abord une phase d’expansion clonale a partir de pré-
adipocytes dérivés de cellules mésenchymateuses multipotentes, puis une phase de
différenciation qui aboutit aux adipocytes matures. L’adipogenese est favorisée par mTORC1

et mMTORC2 que ce soit in vitro ou in vivo.
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Le réle de mTORC1 dans le TA (tissu adipeux) a été étudié a partir de différents modéles de
souris transgeniques, telles que des modéles de KO (knock-out) de S6K ou de raptor de
maniére systémique ou au niveau du TA, et ainsi qu’a partir de souris traitées par sirolimus
(81-83). Ces modeles montrent que I’arrét de fonctionnement du mTORC1 diminue la masse
adipocytaire (abdominale et sous-cutanée) et permet de résister a 1’obésité induite par le
régime hyperlipidique (84-89). L’analyse histologique du TA a mis en évidence une
diminution de la taille (86,89,90) et du nombre des adipocytes sous sirolimus (87,88). A
I’inverse, I’augmentation d’activit¢é de mTORC1 par des siRNA (small interfering RNA)
contre TSC1/2 ou un KO de ces méme molécules chez la souris favoriserait 1’adipogénésese
(84).

Ce role de mTOR dans I’adipogénése est régulé par différentes protéines, en particulier :

- 4E-BP1 par son contrdle sur le PPARY (Peroxisome proliferator-activated receptor ),
capable d’initier ou d’interrompre 1’adipogenése (91,92).

- SREBP1 (Sterol Regulatory Element Binding Protein) intervenant dans la maturation
finale des adipocytes.

- C/EBPa (C/Enhancer Binding Protein) ou FAS nécessaire & la maturation tardive des
adipocytes.

- S6K. Le KO de S6K1 chez des souris leur permet de résister a 1’obésité induite par un
régime riche en graisse liée a une altération de la formation adipocytaire (93). Une
étude récente a également montré que I’EPRS (glutamylprolyl-tRNA synthetase) était
un effecteur d’aval de I’axe mTORC1-S6K1 dans le fonctionnement des adipocytes.
En effet, I’activation de mTORC1-S6K1 phosphoryle EPRS qui pourra ainsi interagir
avec FATP1 (Fatty acid transport protein 1), et apporter ainsi les acides gras dans

I’adipocyte (94).
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Facteurs de croissance, insuline
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Sirolimus

Figure 1: Impact de la voie mTOR sur le métabolisme lipidique, adapté de (69-71,82)

4E-BP1 : protéine de liaison du facteur eucaryote d’initiation de la traduction 4E (elF4E), Akt :
Protéine Kinase B, AMPK : Adenosine Monophosphate-Activated Protein Kinase, IRS-1 : substrats 1
du récepteur de l'insuline, nTOR : mammalian target of rapamycin, mnMTORC1-2 : mTOR complex 1-2,
PI3K : phosphoinositide 3-kinase, PPARy : Peroxisome proliferator-activated receptor y, PTEN :
Phosphatase and tensin homolog on chromosome 10, RHEB : RAS homolog enriched in brain, RTK :
Récepteur tyrosine kinase, S6K : protéine p70S6 kinase (S6K1), SREBP1 : Sterol Regulatory Element
Binding Protein, TSC : Tuberous sclerosis complex, ULK-1 : UNC-51-like kinase 1
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En bloquant P’activit¢ de mTORCI, le sirolimus réduit 1’expression génique de PPARY,
SREBP1, C/EBPa et S6K et donc 1’expansion clonale et la différenciation adipocytaire, a
I’origine d’une diminution du nombre des adipocytes matures et de la masse du TA. Le géne

PPARy semble étre le plus sensible aux effets des inhibiteurs de mTOR.

Paralléelement a ce phénomene, le sirolimus induit in vivo une dyslipidémie marquée par une
augmentation des taux sériques de LDLc, de triglycérides et acides gras libres (71,86,88,95—

98).

Cette dyslipidémie est dose-dépendante et s’explique notamment par une inhibition de la

lipogénese, essentiellement par inhibition de :

- SREBP-lc. L’activation du facteur de transcription SREBP-1c par mTORCL1 favorise
I’expression de genes impliqués dans la lipogenése (acetyl-CoA carboxylase, fatty
acid synthase, stearoyl-CoA desaturase, lipo Proteine Lipase) (99). Le sirolimus

diminue I’expression des enzymes lipogéniques précédemment citées (99-102).

- S6KI1. L’activation de S6K1 permet I’épissage d’ARNms lipogéniques, augmentant

ainsi leur stabilité et ceci de maniére SREBP indépendante (103).

- Lipinel. Cette phosphatidate phosphatase intervient dans la synthese des triglycérides
et favorise I’activité adipogénique de PPARY (104). Par ailleurs, il a été suggéré que la

Lipin 1 activait I’expression SREBP-1c (105).

Le complexe mTORC1 inhibe également la lipophagie, par ULK-1 (UNC-51-like kinase 1),
processus particulier d’autophagie lysosomale des gouttelettes lipidiques cytoplasmiques,
responsable d’une accumulation de triglycérides intracellulaires (106,107). Cette inhibition de
la lipophagie fournit ainsi moins de substrats d’acide gras a la B-oxydation et donc inhibe ce

processus (107,108).
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Le complexe mTORCL1 est également impliqué dans la conversion du TA brun en TA blanc.
Un traitement par rapamycine, permet in vitro et in vivo, d’augmenter la masse de TA brun,

limitant ainsi 1’insulino-résistance (109).

Le lien entre le complexe mMTORC2 et le TA est quant a lui plus complexe. Une délétion de
rictor, un de ses composants, dans le TA a montré que les souris étaient plus grosses avec des
organes de taille plus importante (110). La délétion de rictor dans le TA de souris les
rendraient également incapables d’inhiber la lipolyse en réponse a I’insuline, d’ou une
hypertriglycéridémie (111). L’impact sur le métabolisme lipidique du sirolimus par inhibition

de mTORC2 est encore imprécis.

Ainsi, expérimentalement, dans des conditions d’excés énergétique, les inhibiteurs de mTOR
préviennent le développement d’une obésité en réprimant les phénomeénes d’adipogénése et de

lipogénese au prix d’une dyslipidémie.

2) Effets sur le métabolisme glucidique (Figure 2)

Les mécanismes moléculaires liant I’inhibition de mTOR a la survenue de troubles du
métabolisme glucidique sont complexes et imparfaitement connus. Les effets de la voie
mTORCL1 sur les cellules périphériques (foie, muscle et TA) et sur les cellules pancréatiques
sont différents.

Concernant les cellules périphériques, mMTORC1 stimule la capture de glucose ainsi que la
glycolyse en modulant HIFla (Hypoxia-inductible factor) (112). L’inhibition de mTOR
(AZD8055) diminue la capture de glucose insulino-induite dans le muscle de souris de 1’ordre
de 30% sans modifier la translocation ni I’activité de GLUT4 mais potentiellement par
GLUT-1, modulé par HIF1a (113) (Figure 2). Cet effet pourrait également s’expliquer par

une modulation de mTORC2.
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Le complexe mTORC1 controle également la néoglucogene hépatique. L’inhibition chronique
de la voie mMTORC1-S6K1, par du sirolimus, augmente 1’expression d’enzymes hépatiques de
la néoglucogénése comme PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxykinase) et G6Pase (glucose
6-phosphatase) (88). L’expression génique de ces enzymes est sous le controle du facteur de

transcription FoxO1 (forkhead box protein O1) (Figure 2).

In vivo, un traitement par rapamycine, durant 2 semaines, de souris obeses nourries avec un
régime diabétogene, diminue la sensibilit¢ a I’insuline avec une réduction précoce de la
phosphorylation d’Akt et une augmentation d’activité de la GSK3b (Glycogen Synthase
Kinase 3b) diminuant ainsi la synthése de glycogene. Le complexe mTORC1 favorise la
résistance a I’insuline dans le TA, le foie et les muscles en favorisant la phosphorylation de la
sérine d’IRS, ce qui a pour conséquence de réduire 1’activation de PI3kinase (72,114-116). A
I’opposé, mTORC favorise le métabolisme oxydatif au niveau du muscle. Les animaux
invalidés pour mTORCL1 présentent une réduction de la masse musculaire et des capacités
oxydatives musculaires (117).

Par ailleurs, mMTORC1 intervient aussi dans le métabolisme glucidique en régulant la masse et
la fonction des cellules B de Langerhans. En effet, mMTORC1 active la fonction de la cellule 8
en augmentant 1’insulinosécrétion grace a une augmentation de la taille et du nombre des
cellules B (118-120). Les explications moléculaires ont été récemment démontrées. Dans les
cellules pancréatiques B, le complexe mTORCTI interagit avec un complexe fait de ChREBP
(Carbohydrate Response Element Binding Protein) et de MIx (Max-like protein), il inhibe
ainsi sa translocation dans le noyau, empéchant la transcription de TXNIP (thioredoxin-
interacting protein) et donc 1’apoptose des cellules . Cependant, une activation prolongée de
MTORC1 dans les cellules B favorise leur apoptose (121,122). L’inhibition de mTOR par de

la rapamycine diminue de 30% la sécrétion d’insuline (122) et protege, in vitro, le pancréas de
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I’accumulation lipidique, du stress du réticulum endoplasmique et de la dysfonction des
cellules B dans les régimes « overload » (123,124). On peut penser que la réduction de I’effet
stimulant de mTORCI1 sur I’insulinosécrétion serait a 1’origine de la diminution de 1a réponse
insulinique observée sous inhibiteurs MTOR. Ceci pourrait expliquer la réduction d’intensité
et de fréquence des hypoglycémies des patients avec un insulinome traités par des inhibiteurs
de mTOR (125,126).

Alors qu’in vitro, les liens biochimiques entre la voie mTOR et le métabolisme glucidique
sont de mieux en mieux connus, in vivo, les effets du sirolimus sur le métabolisme glucidique,
in vivo, sont variables en fonction des espéces, des apports nutritionnels, de la dose et de la

durée d’exposition au sirolimus.

Les effets du sirolimus varient également selon les espéces. Beaucoup d’études sur le
sirolimus ont été realisées chez des souris ou des rats. Dans 2 études réalisées chez des souris
greffées d’ilots de souris, le sirolimus était délétere pour le greffon en diminuant la
vascularisation des Tlots greffés et I’insulinosécrétion et en favorisant 1’insulino-résistance
(127-130). A T’inverse, sur des modéles canins d’auto ou d’allogreffe, le traitement par
sirolimus associé ou non a de la cyclosporine ne modifiait pas I’insulino-sensibilité (131,132).
Une autre étude réalisée, in vivo, chez des mini-porcs révélait une augmentation de
I’insulinémie sous rapamycine en base et apres apports glucidiques, cet effet étant réversible a
I’arrét du traitement. Dans cette méme étude, la culture d’ilots de Langerhans humains en
présence de rapamycine a doses thérapeutiques mettait en évidence une augmentation du
contenu insulinique intra-cellulaire, de I’insulinosécrétion et de la synthése d’ATP (133).
Chez des sujets sains, I’administration de sirolimus (sans atteinte des concentrations
plasmatiques immunosuppressives) associée a une perfusion d’acide aminés (permettant

I’activation de la voie mTOR), n’avait pas d’effet sur la sensibilité hépatique a I’insuline mais
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favorisait plut6t la sensibilité périphérique (134). Ainsi, le sirolimus n’agit probablement pas
de la méme facon sur des Tlots de Langerhans d’espéces différentes. Les résultats obtenus

chez la souris sont donc difficilement transposables a I’homme.

Des dosages de sirolimus différents ont des effets différents sur le métabolisme glucidique.
Les inhibiteurs de mTOR exerceraient un effet «Janus» sur le métabolisme glucidique, ¢’est-
a-dire que des doses faibles ou fortes (souvent pharmacologiques) pourraient avoir un effet
favorable ou delétere sur le métabolisme glucidique, qui dépend également de
I’environnement énergétique (69). Cette considération est importante puisque les taux intra-
portaux de rapamycine chez I’homme (taux auxquels sont soumis les Tlots de Langerhans
greffés) sont jusqu’a 2 fois plus importants que les taux sériques péeripheriques (135). In vitro,
la rapamycine a doses supra-thérapeutiques (10 a 50 fois les doses utilisées en
immunosuppression chez 1’homme) provoque une diminution significative de
I’insulinosécrétion, et ceci de facon dose-dépendante (136). Toujours in vitro mais a doses
thérapeutiques, la rapamycine peut inhiber 1’insulinosécrétion de cellules capables de sécréter
de I’insuline en réponse a une stimulation glucidique (cellules HIT-T15 par exemple), mais

n’a pas d’effet sur les ilots de Langerhans (137) .

Par ailleurs, la durée d’administration du traitement par sirolimus modifie également son effet
métabolique (138). L’administration de rapamycine sur une courte durée (injection unique)
augmente la sensibilit¢ a I’insuline et la capture de glucose (134,139,140). Au contraire,
plusieurs équipes ont montré que des souris diabétiques de type 2 traitées par rapamycine
durant 2 semaines étaient davantage hyperglycémiques (88,122). De maniere similaire,
I’administration de rapamycine durant 6 semaines augmentait 1’intolérance glycémique des
souris obéses KK/HIJ (87). Chez les patients transplantés rénaux traités de fagcon chronique
par éverolimus, on observe une diminution de la phosphorylation d’Akt induite par I’insuline
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dans les monocytes circulants traduisant une résistance a I’insuline (141). Chez ces mémes
patients, le remplacement des inhibiteurs de la calcineurine par le sirolimus s’accompagne

d’une augmentation de 1’insulinorésistance et d un déficit d’insulinosécrétion (142).
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Figure 2 : Impact de la voie mTOR sur le métabolisme glucidique, adapté de (72,82,108)

Akt : Protéine Kinase B, IRS-1 : substrats 1 du récepteur de [’insuline, FoXO1 : forkhead box protein
01, G6Pase : Glucose 6-phosphatase, GSK3b : Glycogéne Synthase Kinase 3b, HIFlo : Hypoxia-
inductible factor, MIx : Max-like protein, mTOR : mammalian target of rapamycin, mTORC1-2 :
mTOR complex 1-2, PEPCK : Phosphoenolpyruvate carboxykinase, PI3K : phosphoinositide 3-kinase,
S6K : protéine p70S6 kinase, TXNIP : Thioredoxin-interacting protein.
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3) Impact hypothalamique du sirolimus (Figure 3)

L'hypothalamus est essentiel dans le contr6le du métabolisme de I'organisme. Il détermine
notamment la prise alimentaire en recevant les signaux nutritionnels et hormonaux
périphériques (insuline, leptine, ghréline). Ces signaux sont d’abord intégrés au niveau des
neurones de ler ordre du noyau arqué :
- neurones anorexigenes POMC (Pro-opio-mélanocortine) et
- neurones orexigenes AgRP (Agouti related peptide) / NPY (Neuropeptide Y)

Les neurones de ler ordre émettent des projections vers les neurones de 2éme ordre
(notamment au niveau du noyau peériventriculaire) qui réguleront la balance énergétique
(143).

Le fonctionnement de ces différents neurones hypothalamiques implique la voie mTORC1
dans le contréle de la prise alimentaire et de la balance énergétique. En effet, lors du jelne
(faible disponibilité en substrat, baisse de leptine et d'insuline et augmentation de la ghréline),
les taux de phosphorylation de mTORCL1 et de S6K1 diminuent au niveau hypothalamique
tandis que I’AMPK hypothalamique est au contraire active. L'inverse se produit lors de la
reprise alimentaire apres un jelne (144,145). L’administration aigué ICV (intra-cérébro-
ventriculaire) de rapamycine entraine une augmentation de la prise alimentaire a court terme
chez des rats avec acces libre a une nourriture palatable (145). Cet effet pourrait étre lié au
blocage des effets anorexigénes de la leptine et de la leucine par inhibition de I’activation de
MTORC1 au niveau hypothalamique, en particulier au sein des neurones POMC (145).
Cependant, I'administration ICV de rapamycine bloque également I’effet orexigene de la
ghréline et I’augmentation de 1’expression de I’ARNm de I’AgRP et du NPY induite par la
ghreline (146). Les effets de la rapamycine semblent donc complexes également au niveau

hypothalamique (Figure 3).
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Afin de mieux comprendre le role de la voie mTOR au sein de I'hypothalamus in vivo, Yan et
al ont étudié des souris agees qui présentent une voie mTORC1 hyperactivée au niveau des
neurones POMC par rapport aux souris jeunes. Cet excés d’activation de mTORCI inhibe
I’activité électrique de ces neurones. Dans cette étude, I'administration de rapamycine par voie
générale ou par voie ICV entraine une diminution de la prise alimentaire ainsi que du poids
corporel et restaure 1’excitabilité des neurones POMC des souris agées (147). Mori et al ont
quant & eux étudié des souris présentant une activation constitutive de mTORC1, secondaire a
une délétion de TSC1, au niveau des neurones POMC (souris POMC-TSC1-KO),
caractérisées par une obésité et une hyperphagie. Chez ces souris, 1’effet inhibiteur de la
leptine sur la prise alimentaire et le poids corporel est réduit et associé a une augmentation
tres significative de la leptinémie par rapport aux animaux non mutés (148). Un traitement
chronique par rapamycine permet de normaliser les paramétres métaboliques de ces souris, y
compris la leptinémie. Ces différentes donneées illustrent a nouveau la complexité des effets de
la rapamycine et la variation de ces effets en fonction de la durée de son administration et du

contexte nutritionnel et hormonal.
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Figure 3 : Impact du sirolimus au niveau de [ hypothalamus

AgRP : Agouti related peptide, NPY : Neuropeptide Y, POMC : Pro-opio-mélanocortine
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Objectifs de I’étude

Lors des TIL, les patients perdent du poids contrairement aux autres greffes d’organes ou 1’on
observe une prise de poids qui favorise notamment la survenue du diabete post-

transplantation.

Nous faisons I’hypothése que le sirolimus, prescrit dans le cadre du protocole d’Edmonton
chez les patients greffés d’ilots de Langerhans, pourrait jouer un role spécifique sur la perte de
poids en modulant le TA, notamment par son action sur 1’adipogenese, la lipogenese et ainsi

I’insulino-résistance, ce qui améliorerait le pronostic de la TIL.

Afin d’explorer cette hypothése, nous avons comparé la variation de MG (masse grasse) a 1
an des patients DT1 greffés d’ilots seuls soumis a une immunosuppression soit a base de
sirolimus (protocole d’Edmonton) soit & base de mycophénolate mofétil (protocole non-
sirolimus). Ceci représente 1’objectif principal de notre étude. Nos objectifs secondaires
étaient de comparer la variation des autres parametres anthropométriques et les parametres

évaluant le métabolisme lipidique et glucidique ainsi que les lymphocytes.
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Patients et méthodes

Type d’étude

Il s’agit d’une étude ancillaire longitidinale comparant, a 1 an, 1’évolution des parametres
anthropométriques et metaboliques (lipidiques et glycemiques) des patients DT1 suivis dans
le service d’endocrinologie, diabétologie et maladies métaboliques du Centre Hospitalier
Universitaire de Lille dans le cadre d’une TIL seule réalisée entre mai 2003 et mai 2017. Ces
patients étaient traités selon le protocole d’Edmonton (protocole NCT00446264, période
d’inclusion : mai 2003 a mai 2016) ou par un protocole ne comportant pas de sirolimus

(protocole NCT01148680, date des inclusions : mai 2011 a mai 2017).

2. Patients

Critéres d’inclusion et d’exclusion

Nous avons inclus dans notre étude les patients agés de 18 a 65 ans, souffrant d’un DT1
instable et ayant recu une TIL fonctionnelle (2 a 3 infusions sur 3 mois (en dehors
d’exceptions liées a une hyperimmunisation) jusqu’a obtention d’une insulino-indépendance
et d’une normoglycémie et/ou jusqu’a I’infusion de 10000 équivalents d’ilots/kg). L’ensemble
des critéres d’inclusion et d’exclusion sont précisés dans le tableau 4. Le switch
d’immunosuppresseur dans la 1°® année était un critére d’exclusion de notre étude.

Chaque patient avait donné son consentement écrit pour participer au programme de TIL, au
suivi régulier clinique et biologique post-greffe et a I’utilisation de ses données pour d’autres

travaux de recherche.
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Critéres d’inclusion
Age entre 18 et 65 ans
Durée du diabéte > 5 ans
DT1 instable et invalidant (survenue
d’une hypoglycémie sévere, cétoacidose,
score de Clark > 4)
Peptide-C stimulé < 0,2 ng/ml
Patient ayant été pris en charge par un
diabétologue dans les 2 derniéres années

pour éducation thérapeutique.

Critéres d’exclusion
Liés & la procédure d’injection intra-portale des Tlots :
trouble de 1’hémostase, pathologie hépatique, lithiases
vésiculaires
diabéte :

proliférante, artériopathie ou pathologie cardiaque non

Liés aux complications du rétinopathie

stabilisées, créatininémie > 16 mg/dl ou clairance < 35
ml/min

Liés spécifiquement a la greffe d’ilots :

> Liés au protocole immunosuppressif (néphropathie, HTA)
> IMC > 30 kg/m? ou dose d’insuline > 0.85 Ul/kg/jour

> Infection ou leuco-neutropénie

> Projet de grossesse dans les 24 mois

> Greffe de rein ou de foie associée

Tableau 4 : Criteres d’inclusion et d’exclusion des protocoles d’Edmonton et de Stabilot

Protocoles d’immunosuppression

Les caractéristiques des protocoles d’immunosuppression sont présentées dans le tableau 5.

Edmonton

« Non-sirolimus »

Induction
IL2)

CD25.

Basilixumab (Simulect®, anticorps anti-

20 mg 2 h avant greffe et 20 mg a J4

Le basiliximab est prescrit a la 2°™ et a la

3*™ infusion selon le taux de lymphocytes

1) Thymoglobuline®

(anticorps anti-lymphcytes)
1,5mg/kg/jr de J2 a J3

2) Méthylprednisolone 1V, 2 mg/kg,
1h avant I’injection de thymoglobuline
3) Etanercept (Enbrel®)

50 mg, IV 1h avant greffe (JO)

25 mg SC, J3, J7 et J10

Pour les 2™ et 3¢™ infusions :

- Etanercept selon le méme protocole

- + Basilixumab : 20 mg en IV avant le
début de la greffe et a J4.
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Maintien | Sirolimus (Rapamune®) PO : Tacrolimus (Prograf®) PO :
Doses : Charge : 0,2 mg/kg/jour avant Doses : 1 mg 2 fois / jour a J1
greffe puis 0,1 mg/kg/jour J1

Obijectifs des concentrations sériques /48h : | Concentration :

12 & 15 ng/mL pendant 3 mois 9 et 13 ng/mL MO-M3,

puis entre 7 et 10 ng/mL 6 a 10 ng/mL au dela

Tacrolimus (Prograf®) PO : Mycophénolate mofétil (Cellcept®) PO :
Doses : Dose : 1 g 2 fois / jour et débuté a J1

1 mg immédiatement avant la greffe

puis 1 mg 2 fois par jour

Concentration : 3 et 6 ng/mL

Tableau 5 : Caractéristiques des protocoles d’immunosuppression . Edmonton et « non-sirolimus »

Recueil de données

a. Parameétres cliniques

Les patients greffés d’ilots seuls ont bénéfici¢ d’une évaluation clinique et paraclinique dans
les 6 mois précédant la greffe. Ils sont suivis de maniere hebdomadaire le premier mois
suivant chaque infusion afin d’adapter les thérapeutiques, puis mensuellement dans I’année
suivant la premiere infusion avec une évaluation annuelle plus complete. Ensuite, ils
bénéficient d’une évaluation clinique et paraclinique dans le cadre des protocoles de greffe de
maniere trimestrielle avec une évaluation annuelle plus compléte. Nous nous sommes
intéresses aux données recueillies lors des évaluations pré-greffe et trimestrielles durant la
premiére année. A chacune de ces visites, les parameétres cliniques suivants ont été recueillis :

- L’age,

- Lejour de la premiere infusion d’ilots,

- Le sexe : masculin ou féminin,

- Le poids, en kilogramme, en pré-greffe puis tous les 3 mois pendant 1 an,
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- L’IMC, en kilogramme par métre carré (kg/m?2), avant greffe puis tous les 3 mois
jusqu’a 1 an apres la greffe,

- Une mesure continue de la glycémie capillaire par CGMS. Nous avons étudié le
CGMS-TIR (Time in range, c’est-a-dire le % de temps ou la glycémie était dans les
objectifs de 0,7 a 1,80 g/l) et le CGMS-Hypo (c’est-a-dire le % de temps passé en
hypoglycémie (glycémie < 0,7 g/l)).

- L’insulino-indépendance a chaque temps définie par une HbAlc < 6,5% en ’absence

de traitement par insuline.

b. Paramétres paracliniques

Les données biologiques lors des visites pré-greffe et trimestrielles dans 1’année suivant la
greffe ont été recueillies :
- Glycémie a jeun, exprimée en gramme par litre (g/L), dosée a 1’aide du kit glucose
hexokinase 2 (Bayer Health Care)
- Peptide-C a jeun, exprimé en nanogramme par millilitre (ng/mL). Dosage réalisé grace
o au kit C-peptide IRMA KIT (Immunotech) d’avril 2004 a avril 2007,
o puis sur Cobas 6000 (Roche) d’avril 2007 a mars 2015,
o et par I’analyseur d’immunoanalyse Architect 12000 SR (Abbott) d’avril 2015 a
la derniere inclusion
- Hémoglobine glyquée (HbAlc), exprimée en pourcentage du taux d’hémoglobine.
Dosage réalisé par une technique de routine (High Liquid Chromatography
Performance).
- Leptine, exprimée en ng/mL. Dosage radio-immunologique, RIA Kit Human Leptin
(Millipore). Le coefficient de variation intra-essai etait entre 3,4 et 8,3% et le

coefficient de variation inter-essai était entre 3 et 6,2%.
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Taux résiduels de tacrolimus et de sirolimus exprimés en ng/mL. Dosage
immunologique micro-particulaire par chimiluminescence CMIA, réactifs des
laboratoires Abbott.

Score HOMA-IR, score d’insulino-résistance calculé selon la formule : peptide-C a
jeun (nmol/L) x glycémie a jeun (mmol/L) / 22,5

B-score, calculé a partir de la glycémie a jeun, du peptide-C, de I’HbAlc, de la prise
ou non d’anti-diabétiques oraux, de la reprise ou non d’une insulinothérapie sous-
cutanée par injection ou pompe ambulatoire (Tableau 5) (149). Le B-score est coté de
0 a 8 suivant le score attribué a chaque parameétre. Il reflete la fonctionnalité du
greffon : un score a 0 correspond a un patient diabétique alors qu’un score a 8 identifie
I’absence de diabéte. Les points sont attribués de la maniére suivante et sont calculés

manuellement a chaque temps :

Score de 2 Scorede 1 Scorede 0
Glycémie a jeun (mmol/l) <55 56-6,9 >7,0
HbAlc (%) <6,1 6,2-6,9 >7,0
Peptide-C stimulé (nmol/l) >0,3* 0,1-0,29 <0,1
Insulinothérapie quotidienne - 0,01-0,24 >0,25
(Ul/kg) ou AD et/ou AD

Tableau 6 : Eléments de calcul du f-score

*ou Peptide-C a jeun > 0,3 nmol/l,

AD : antidiabétiques oraux ou injectables. HbAlc : hémoglobine glyquée

Nous avons obtenu les données de MG totale des patients inclus a partir d’une

absorptiométrie a rayons X (LUNAR jusqu’en 2011 puis HOLOGIC Discovery A). La MG

totale est exprimée en pourcentage du poids du corps entier. Ces données n’ont pu étre

recueillies pour I’ensemble des patients (contre-indication médicale a la réalisation de

I’examen ou technique non disponible dans le suivi des premiers patients greffés).
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Analyse statistique

Les variables quantitatives ont été décrites par la médiane et I’interquartile. La normalité des
distributions a été vérifiée graphiquement ainsi que par 1’intermédiaire du test de Shapiro-
Wilk. Les variables qualitatives ont été décrites par la fréquence et le pourcentage. Elles ont
été comparées entre les groupes grace a des tests de Khi-Deux. Les variables quantitatives ont
été comparées entre les groupes par test de Student. Lorsque les données ne suivaient pas une
distribution normale, le test non paramétrique de Wilcoxon a été utilisé.

La comparaison de I’évolution des parametres biologiques au cours du temps entre les deux
groupes a ¢€té réalisée par I’intermédiaire de modeles linéaires mixtes.

Le lien entre 2 variables quantitatives a été apprécié par I’intermédiaire de corrélations de
Pearson en cas de variables normales ou de corrélations de Spearman en cas de variables non
gaussiennes (intervalle de confiance a 95%).

Le seuil de significativité a éte fixé a 0,05. Les analyses ont été réalisé¢es a 1’aide du logiciel

SAS version 9,4 (SAS Institute, Cary NC, USA).
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Résultats

1. Comparaison des groupes « sirolimus » et « non-sirolimus » avant la greffe

Au sein du CHU de Lille, 39 patients ont bénéficié d’une TIL isolée (sans greffe rénale ou
hépatique associée) entre mai 2003 et mai 2017. Parmi eux, 24 patients ont été traités selon le
protocole d’Edmonton et 15 selon le protocole « non-sirolimus ». Suite a des changements
d’immunosuppresseurs, nous avons exclu 2 patients dans le groupe « sirolimus », et 2 dans le
groupe « non-sirolimus ». Au total, 22 patients ont été inclus dans le groupe « sirolimus » et

13 patients dans le groupe « non sirolimus ».

Avant la greffe, les groupes « sirolimus » et « non-sirolimus » étaient comparables (Tableau
7) concernant :
- L’age, le sexe
- Les données anthropométriques : poids, IMC, MG
- Les données biologiques: HbAlc, glycémie a jeun, peptide-C a jeun, %
d’hypoglycémies (CGMS-hypo) et % de temps passé¢ dans 1’objectif glycémique
(CGMS-TIR) au CGMS, leptinémie.
En revanche, avant la transplantation, il existe une différence significative du taux de

lymphocytes (p=0,016).
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VO
« Sirolimus » « Non-Sirolimus » p=
n=22 n=13
Caractéristiques | Sexe F/H 11/11 6/7 0,83
générales Age 47,50 + 8,61 50,00 + 5,63 0,36
Masse grasse Poids (kg) 72,2 (64,4 ;78,0) 72 (69,5 ; 75,8) 0,88
IMC (kg/m?) 246 (22,7;257) 2553(23,24;2657) 0,29
MG (%0) 26,25 (18.3; 34) 27,3 (21,9 ; 31,6) 0,85
Leptine (ng/ml) 6,2 (3,1; 12,6) 95(5,4; 13,9 0,22
Controéle HbAlc (%) 8,3(7,3;8,5) 8,2 (6,8 8,6) 0,44
glycémique Glycémie a jeun (g/) 2,02 (1,17 ; 2,64) 0,98 (0,87 ; 2,05) 0,12
Peptide-C (nmol/l) 0,20 (0,20 ; 0,20) 0,20 (0,20 ; 0,20) 1
CGMS, TIR (%) 56.5 (43,5 ;72,5) 57 (49 ; 65) 0,97
CGMS, Hypo (%0) 9(3,5;16) 4(4;14) 0,57
Autres Lymphocyte(/mm?) 1500 (1290 ; 1950) 2100 (1500 ; 2610) 0,016

Tableau 7 : Comparaison des données cliniques et paracliniques a ['inclusion.

CGMS : continuous glucose monitoring system, F : femme, H : homme, HbAlc : hémoglobine

glyguée, Hypo : % de temps passé en hypoglycémie (glycémie < 0,7 g/l), kg : kilogramme, TIR : time

in range (temps passé dans les objectifs glycémiques : 0,7-1,8 g/l), MG : masse grasse, VO : visite a

l'inclusion, V12 : visite 1 an apres la greffe.

2. Analyse des paramétres associés a la masse grasse

Au cours de la premiére année de transplantation, on observe une baisse significative du poids
et de ’IMC dans les 2 groupes (Tableaux 7 et 8, Figure 4). La variation de ces 2 parametres
durant la premiére année de greffe est similaire entre les 2 groupes et leur analyse trimestrielle
ne montre pas de différence d’évolution entre les groupes (Figure 5). On note dans les deux
groupes une baisse de la MG avec une tendance a la baisse plus importante dans le groupe
« sirolimus » par rapport au groupe « non-sirolimus » (p=0,12) (Figure 4 c).

Un an apreés la greffe, la leptinémie est significativement plus basse chez les patients traités

par sirolimus (p=0,006) sans différence significative de la variation de leptinémie entre VO et
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V12 entre les 2 groupes (Tableau 8, Figure 6). La variation de leptinémie entre VO et V12
chez les 35 patients était corrélée significativement a la variation de MG (coefficient de
corrélation de Pearson : r=0,36105, p=0,05). La variation des hypoglycémies entre VO et V12
n’était pas corrélée a la variation de MG entre VO et V12 (coefficient de corrélation de
Pearson : r=0,370004, p=0,0574), bien que la signification soit a la limite.

La moyenne de perte de poids (V12-V0) est plus importante chez les patients insulino-
indépendants a V12 (n=28, -6,7 +/- 3,6 kg) que chez les patients insulino-dépendants a V12
(n=7, -3,6 +/- 3,4kg). De la méme maniere, la moyenne de la variation de MG était plus
importante chez les patients insulino-indépendants a V12 (n=25, -6,2 +/- 5,7 kg) que chez les
patients insulino-dépendants a V12 (n=6, -0,5 +/- 3,8 kg) (Figure 7-a-b). La moyenne de perte
de poids (V12-V0) était moins importante chez les patients qui présentaient encore des
hypoglycémies a V12 (n=10) par rapport a ceux qui n’en présentaient plus (n=20) (-3,9 +/-
3,2 vs -7,3 +/- 3,6 ; p=0,019). La moyenne de la variation de MG (V12-V0) n’était pas
statistiquement différente entre les patients présentant ou non des hypoglycémies a V12 (-2,6
+/-6 vs -6,8 +/- 5,4 ; p=0,067). Il n’existait pas de corrélation entre la variation du % de temps
passé en hypoglycémie et la variation de poids entre VO et V12 (coefficient de Pearson =
0,1305 ; p=0,5062)

Les taux de sirolimus et de tacrolimus plasmatiques étaient corrélés négativement avec le
poids et I’'IMC. Seul le sirolimus était corrélé négativement avec la MG et la leptinémie

(Tableau 9 et Annexes 1 et 2).
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V12 A V0-V12
« Sirolimus » « Non-Sirolimus » p= « Sirolimus » « Non-Sirolimus » p=
n=22 n=13 n=22 n=13
Masse grasse Poids (kg) 67,1 (56,2 ; 69) 66,3 (60 ; 73) 0,65 -6,3(-9,9; -3,8) -4,9(-6,2 ; -3,2) 0,45
IMC (kg/m?) 21,73 (20,26 ; 24,05) 23,20 (21,24 ; 25,26) 0,18 -2,17 (-3,19; -1,24) -1,60 (-2 ; -1,18) 0,55
MG (%) 17,40 (14,40 ; 22,60) 24,20 (15,90 ; 25,60) 0,16 -5,35 (-10,7 ; -0,50) -3,20 (-6,10 ; 0,10) 0,12
Leptine (ng/ml) 2,50 (1,80 ; 5,80) 6,1 (5,8;10,1) 0,006 -3,25 (-8,30 ; -0,60) -1,5(-3,5;0,6) 0,24
Contrble HbAlc (%) 59(5,5;6,5) 59(,4;6,3) 0,62 -2,15 (-2,80 ; -1,30) -2,0(-2,7;-1,3) 0,67
glycémique Glycémie a jeun (g/l) 1,05 (0,98 ; 1,16) 1,11 (0,96 ; 1,38) 0,62
Peptide-C (nmol/l) 1,89(1,2;2,2) 1,70 (1,35 ; 1,90) 0,47 1,69 (1,00 ; 2,00) 1,50 (1,15 ; 1,70)
CGMS, TIR (%) 98,5 (93 ; 100) 95,5 (82,5 ; 100) 0,36 37,50 (23,50 ; 44) 38,5 (26 ;49,5) 0,89
CGMS, Hypo (%) 0(0; 3,00) 0(0;0,5) 0,45 -10,5 (-16 ; -1) -5,5(-14,5; -2,5) 0,58
Insulino-indépendant 8,8 76,9 NA
(%)
Homa-IR 0,17 (0,11 ; 0,20) 0,15(0,12;0,18) 0,81 0,13 (0,08 ;0,17) 0,13(0,10; 0,16) 0,97
Beta-score 7(5;8) 6(4;8) 0,69
Autres Lymphocyte (/mm®) 960 (880 ; 1230) 770 (570 ; 990) 0,021 -490 (-600 ; -150) -1210 (-1410 ; -930) <0,001
Tacrolimus (ng/ml) 5,05 (4,40 ; 5.60) 7,10 (6,20 ; 7,50) <0,001
Tableau 8 : Comparaison des groupes « sirolimus » et « non-sirolimus » avant et 1 an apreés greffe, exprimée en médiane (Interquartile).

CGMS : Continuous glucose monitoring system, F : Femme, H : Homme, HbAlc : Hémoglobine glyquée, Hypo : % de temps passé en hypoglycémie

(glycémie < 0.7 g/l), kg : kilogrammes, TIR : Time in range (temps passé dans les objectifs glycémiques :0,7-1,8g/l), MG : Masse grasse, NA : Non

applicable, VO : visite a I’inclusion, V12 : visite 1 an apreés la greffe, A V0-V12 : Variation des différents paramétres entre VO et V12
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Figure 4 (a-c) : Poids (Weight, en kg), indice de masse corporelle (BMI, Body mass index en
kg/m?2) et masse grasse (Fat-mass, exprimée en %) avant et 1 an apres la greffe dans les

goupes « sirolimus » et « non-sirolimus ».

r p
Poids -0,3664 0,0212
Sirolimus IMC -0,4425 0,0026
MG -0,4266 0,0068
Leptine -0,4298 0,0063
Poids -0,2958 0,0129
Tacrolimus IMC -0,3282 0,0055
MG -0,2322 0,0627
Leptinémie -0,06274 0,6195

Tableau 9 : Corrélations entre les différents immunosuppresseurs et les différents parametres du tissu

adipeux (Corrélation de Pearson).

IMC : Indice de masse corporelle, MG : Masse grasse, r : Rho de corrélation
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Figure 6 : Evolution de la leptinémie avant et 1 an apres la greffe dans les groupes « sirolimus » et

«non-sirolimus »

Figure 7 (a-d) : Variation du poids (a, ¢) et de la masse grasse (b, d) des patients en fonction de la
présence a V12 d’une insulinothérapie (a,b) ou d’hypoglycémies (c, d).
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3. Analyse des parametres associés au contréle glycémique

La comparaison des différents parametres (glycémie a jeun, peptide-C, B-score, HOMA-IR,
CGMS-Hypo, CGMS-TIR et HbAlc) a V12 et de leurs variations entre VO et V12 ne montre
pas de différence significative entre les deux groupes (Tableau 8). Le profil d’évolution
globale de ces différents paramétres ne montre pas non plus de différence entre les deux
groupes (Figure 8 a-f). Un an apreés la greffe, 81,8% des patients étaient insulino-indépendants

dans le groupe « sirolimus » contre 76,9% dans le groupe non sirolimus (Tableau 8).

4. Analyse des autres parametres

La baisse du nombre de lymphocytes est beaucoup plus importante dans le groupe « non-
sirolimus » (p<0,001) (Tableau 8 et figure 9a). Le taux plasmatique de tacrolimus est quant a
lui plus élevé dans le groupe « non-sirolimus » un an apreés la greffe (p<0,001) (Tableau 5).
Ce taux moyen durant la premiére année de greffe est corrélé négativement a la variation de

lymphocytes entre VO et V12 (coefficient de Pearson=-0,53 et p=0,001) (Figure 9b).
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Figure 8 (a-f) : Evolution de la glycémie a jeun (a), du peptide-C (b), du g-score (c), ainsi que du
score HOMA-IR (d), du % de temps passé dans [’'objectif au CGMS (e) et du % d’hypoglycémie au

CGMS (f), de maniére trimestrielle pendant 1 an dans les 2 groupes.
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Figure 9 (a-b) : Evolution des lymphocytes (/mm3) de maniére trimestrielle pendant 1 an dans les 2
groupes « sirolimus » et « non-sirolimus » (a) et étude de la corrélation entre le tacrolimus

plasmatique et la  variation de lymphocytes entre VO et V12 (b).
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Discussion

L’objectif primaire de cette étude était de comparer la variation de MG 1 an apres la TIL chez
des patients DT1 selon qu’ils étaient ou non exposés au sirolimus. Les objectifs secondaires
étaient de comparer la variation des autres parametres anthropométriques et des parametres
glucido-lipidiques ainsi qu’immunitaires (lymphocytes), afin de déterminer si le sirolimus

joue un réle spécifique dans le succés de la greffe d’ilots.

Evolution des marqueurs du tissu adipeux

Nous avons montré une perte pondérale significative au cours de la premiére année suivant la
TIL, sans que la variation de poids durant cette année ne soit différente entre les deux groupes
(« sirolimus » versus « non-sirolimus »). D’autres travaux avaient déja mis en évidence cette
perte pondérale dans les suites de la TIL (41,54). En 2005, Ryan et al., publiaient les résultats,
un an apres une TIL isolée, chez 65 patients traités selon le protocole d’Edmonton avec des
taux résiduels cibles de sirolimus et de tacrolimus similaires a ceux de notre étude. Les
patients perdaient en moyenne 5,4 kg alors que la perte médiane de poids était de 6,3 kg dans
notre etude (41). Poggioli et al., se sont intéressés aux modifications métaboliques et des
habitudes alimentaires de 30 patients (20 greffés d’ilots seuls, 7 greffés d’ilots aprés rein et 3
greffés d’ilots et de moelle osseuse). Leur traitement immunosuppresseur de maintien
comprenait soit du tacrolimus en association avec du sirolimus soit du mycophénolate. Au
terme des 18 mois de suivi, les patients avaient perdu en moyenne 3,7 kg, sans différence
significative entre les deux sexes (54). Cette étude ne précise pas si la perte pondérale était
comparable dans les 2 protocoles d’immunosuppression. Ces résultats sont concordants avec
notre étude, la perte de poids étant toutefois moindre dans 1I’é¢tude de Poggioli possiblement en
raison des 7 patients greffés rénaux pour lesquels le protocole d’immunosuppression associe
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une administration chronique de corticostéroides, traitement favorisant I’adipogenése et donc

la prise de poids (150).

Cette perte de poids suite a la TIL se fait au dépend de la MG. On observe en effet une baisse
significative de la MG a 1 an de la TIL dans les deux groupes, sans différence significative
entre eux. La perte de MG corporelle médiane était de -5,35 (-10,7 ; -0,50) dans notre
groupe « sirolimus » et de -3,20 (-6,10 ; 0,10) dans notre groupe « non-sirolimus ». 1l existe
une tendance a la perte de MG plus importante dans le groupe sirolimus mais ceci n’a pas pu
étre confirmé notamment en raison d’un manque de puissance de 1’étude. L étude de Poggioli
et al., avait déja mis en évidence une baisse de la MG apres TIL : au terme du suivi, les
patients avaient perdu environ 3,8 kg de MG, sans différence significative entre les 2 sexes.
La MG ¢était cependant évaluée en impédancemétrie, et non par DEXA, la méthode de
référence. Cette étude n’a pas comparé les effets sur la MG des 2 protocoles
d’immunosuppression (54). Notre étude a permis de noter une faible corrélation négative
entre le taux plasmatique de sirolimus et la MG ainsi qu’avec la leptine, non présentes avec le
tacrolimus. Il existait également une faible corrélation négative entre le poids et I’'IMC d’une

part et les concentrations plasmatiques de sirolimus et de tacrolimus.

L’absence de différence des variations de poids, d’IMC et de MG entre les 2 groupes laisse
suggérer que la baisse de ces parameétres n’est pas induite principalement par le type
d’immunosuppresseur et notamment le sirolimus mais possiblement par I’amélioration de
1’équilibre métabolique et par la diminution ou ’arrét de 1’insulinothérapie induite par la TIL
(151). A un an de la TIL, les 2 groupes se sont améliorés de maniére semblable en termes
d’équilibre métabolique (HbAlc, glycémie a jeun, peptide-C, B-score et HOMA-IR) avec une
proportion de patients greffés d’ilots insulino-indépendants sensiblement. A ce moment, les
patients DT1 greffés présentent soit une sécrétion insulinique physiologique lorsqu’ils sont
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insulino-indépendants, ou soit des apports exogenes en insuline moindres. Or, I’amélioration
de I’équilibre glycémique grace a I’insulinothérapie exogéne s’accompagne généralement
d’une prise pondérale et de MG (151-154). Une diminution des apports d’insuline exogéne
permet donc un meilleur équilibre pondéral qu’on retrouve chez nos patients puisqu’a un an
de la TIL, la perte de poids, d’IMC et de MG semblait plus importante chez nos patients
insulino-indépendants par rapport & nos patients insulino-indépendants. Ce constat doit tout de
méme étre interprété avec précaution vu notre faible effectif. De plus, on constate dans nos 2
groupes, une diminution du temps passé en hypoglycémie ce qui limite les prises alimentaires
nécessaires au resucrage et pourrait donc également participer a la perte de poids observée.
En effet, dans I’étude DCCT, les patients qui présentaient le plus d’hypoglycémies prenaient
le plus de poids (39,155,156). On retrouve ces mémes données chez nos patients qui

présentent encore des hypoglycémiesa 1l ande la TIL.

La perte de poids observée suite a la TIL pourrait donc étre davantage liée a la baisse de
I’insulinothérapie et des hypoglycémies qu’au sirolimus, comme 1’indique la corrélation entre
immunosuppresseurs, poids et IMC, reflet indirect de la diminution de I’insulinothérapie et
des hypoglycémies apres greffe. Néanmoins une corrélation supplémentaire est présente entre
sirolimus et MG ou leptine, son marqueur biologique, qui pourrait témoigner d’un effet plus

spécifique du sirolimus sur le TA.

En effet, la leptine est un marqueur du TA (plut6t viscéral) qui participe a la régulation du
poids corporel en diminuant 1’appétit et la prise alimentaire (157). Dans notre étude, un an
apreés la greffe, la variation de leptinémie est corrélée a la variation de MG. Dans d’autres
types de greffe, comme la greffe rénale, des études ont montré une association positive entre
I’augmentation de la leptinémie et la prise de poids (158,159). Notre étude révele que la
leptine ne diminue significativement (prés de 60% 1’année suivant la TIL) que chez les
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patients exposés au sirolimus. Ceci a deja été observé chez des rats traités par rapamycine. La
baisse de la leptinémie était reliée certes a une baisse du TA mais aussi a une diminution de la
synthése de la leptine directement par la rapamycine (160). Dans notre étude, la leptinémie est
d’ailleurs corrélée négativement avec le taux plasmatique de sirolimus au cours de la premiéere
année suivant la TIL.

Théoriquement, le sirolimus et la baisse de leptinémie devraient entrainer une augmentation
de I’apport alimentaire quotidien et donc favoriser la prise de poids (145,157). Nous n’avons
malheureusement pas pu évaluer les apports alimentaires quotidiens de nos patients dans
I’année suivant la TIL. Nous notons néanmoins qu’aucun patient ne s’est plaint d’anorexie,
méme si 6 patients du groupe sirolimus ont présenté une aphtose buccale, en général modérée,
contre un seul dans le groupe «non-sirolimus » (données non montrées). Du fait de
I’amélioration des parametres glycémiques (insulino-indépendance et diminution des
hypoglycémies), on peut cependant attendre une baisse des apports alimentaires globaux.
L’étude de Poggioli et al., observait déja une baisse de la consommation de glucides et de
protéines 18 mois apres la TIL (évaluation par questionnaires) (54). A notre connaissance,
aucune étude diététique fine des apports alimentaires des patients traités par TIL n’a encore
été réalisée a ce jour. Dans la greffe pulmonaire, Forli et al., ont suggéré que la prise de poids
survenait sans augmentation des apports alimentaires (161). Les rats traités par sirolimus
perdaient du poids et augmentaient leur leptinémie sans diminuer leur consommation
alimentaire (162). Le métabolisme de la leptine semble perturbé par les immunosuppresseurs
sans que pour I’instant les conséquences ne soient parfaitement comprises.

L’activité physique pourrait également participer a cette perte de poids mais nous n’avons pas

pu la mesurer. A notre connaissance, cette donnée n’a pas encore été étudiée.
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Evolution des autres parameétres

Comme attendu, le taux plasmatique résiduel de tacrolimus est plus élevé dans le groupe
« non-sirolimus ».  Indépendamment des propriétés inhibitrices du tacrolimus sur
I’insulinosécrétion et la prolifération de la cellule B, nous avons voulu savoir si ce taux
pouvait modifier I’équilibre pondérale de nos patients (163). On note une corrélation entre
tacrolimus et le poids comme I’IMC. Cette corrélation est probablement le reflet indirect de la
perte de poids engendrée par la greffe qui favorise I’arrét de 1’insuline, hormone anabolisante
et la disparition des hypoglycémies génératrices de collation.

Dans notre étude, la différence de concentration de tacrolimus entre les deux groupes explique
en partie pourquoi nous observons une baisse plus importante du nombre de lymphocytes
dans le groupe « non-sirolimus ». Cette baisse peut également s’expliquer par I’utilisation de
la thymoglobuline®, un anticorps anti-lymphocyte, qui est responsable de lymphopénie

chronique.

Limites de I’étude

Une premiere limite réside dans la longue période de notre étude ou les premiers patients ont
bénéficié du protocole d’Edmonton et les patients inclus plus récemment du protocole « non-
sirolimus ». Du fait de ce biais, I’analyse de la MG n’a pas pu étre réalisée sur la méme
machine d’absorptiométrie a rayons X.

Par ailleurs, nous avons été confrontés a un manque de données pour certains parametres.

De plus, I’étude s’est concentrée sur la premiere année suivant la TIL, or les effets du
sirolimus se modifient avec la durée d’exposition. Il serait intéressant d’analyser les données a

5 ans ou plus par exemple.
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Les effets centraux du sirolimus, notamment son impact sur le controle de 1’appétit, n’ont pas
été étudiés dans notre travail. C’est une donnée essentielle que de prochaines études devront
prendre en compte.

Enfin, la principale limite de notre étude est son faible effectif qui apporte une puissance de
9,1%, bien insuffisante pour nous permettre conclure sur une différence significative de MG
entre les deux protocoles. Il est difficile en France de recruter un grand nombre de patients
greffés d’ilots du fait du manque de greffons mais également en raison de la réalisation de
TIL seulement dans des protocoles de recherche limitant les inclusions. Afin de montrer une
différence de variation de MG entre les deux groupes avec une puissance de 80%, il faudrait
recruter au total 780 patients : 490 dans le groupe « sirolimus » et 290 dans le groupe « non-
sirolimus ». L’analyse des données du CITR du moins sur le plan du poids permettrait peut-
étre de répondre a ce manque de puissance.

Cependant, bien que modeste, cette étude monocentrique permet d’obtenir une granulation
plus fine en termes d’analyse de MG, de leptine et d’immunophénotypage lymphocytaire par
des méthodes homogénes. La réalisation d’une étude prospective, multicentrique,
internationale de longue durée permettrait d’augmenter nos effectifs et d’apporter des

réponses a nos questions.

Perspectives

Si notre hypothése n’a pas pu étre confirmée, cette étude préliminaire laisse tout de méme
ouverte la question du role propre des immunosuppresseurs dans le métabolisme du TA chez
les patients greffés. Les patients greffés représentent un excellent modele d’étude du lien entre
I’immunité et le métabolisme du TA. Les données détaillées en introduction suggérent un lien
entre la voie mTOR, le métabolisme de la leptine et ’immunité. Nous disposons de biopsies

de TA de patients greffés dans les 2 groupes. L’étude devra se poursuivre par la comparaison
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de T’aspect du TA (taille des adipocytes, nombre de pré adipocytes), des différentes
populations cellulaires immunitaires au sein du TA et par 1’étude de la voie de signalisation
de la leptine chez les 2 groupes de patients.

De maniére intéressante, ce travail ne montre pas de différence significative dans 1’évolution
des différents parameétres métaboliques (HbAlc, peptide-C, % d’hypoglycémies, % TIR, B-
score et HOMA-IR) entre les 2 groupes. Le protocole « non-sirolimus » est associé a une
concentration plasmatique de tacrolimus plus élevée et a une lymphopénie plus importante, or
ces deux ¢€léments sont associés a un surrisque de cancer et d’infections (164-170). Le
protocole d’Edmonton €étant en outre plus simple a mettre en ceuvre et moins cotteux que le
protocole « non-sirolimus », il serait intéressant de réaliser une étude de non infériorité pour
comparer ces 2 protocoles en termes d’efficacit¢ et de complications infectieuses et

oncologiques.
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Conclusion

Notre étude a confirmé que la TIL était associé a une diminution significative de la MG, du
poids et de I’'IMC a 1 an, déja constatée dans trois études antérieures. Cette perte de MG a été
prouvée par une méthode de référence, 1’absorptiométrie biphotonique, alors que 1’unique
étude antérieure avait été effectuée en impédancemeétrie. Elle est associée a une diminution
conjointe de la leptine significative seulement dans le groupe «sirolimus » sans que la
comparaison de la variation de leptine entre les deux groupes ne soit significative. Le taux de
sirolimus plasmatique est corrélé a la leptinémie dans cette étude, laissant suggérer un lien
entre ces 2 parametres.

L’évolution des paramétres relatifs au métabolisme du glucose (HbAlc, glycémie a jeun,
peptide-C, B score, HOMA-IR, % de temps passé en hypoglycémie ou dans I’objectif) est
similaire entre les deux protocoles, permettant d’attribuer une part de la perte pondérale a
I’arrét de I’insulinothérapie et a la disparition des hypoglycémies. On observe cependant une
baisse plus importante des lymphocytes dans le groupe « non-sirolimus ». Ces résultats
laissent a penser que des modifications immunitaires humorales et/ou tissulaires pourraient

contribuer a ’efficacité métabolique des différents protocoles d’immunosuppression.
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Annexe 1 : Corrélation du taux plasmatique de sirolimus a v0 et v12 avec le poids (a), I’indice
de masse corporel (b), la masse grasse (c) et le taux de leptine.
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Introduction : Outre son réle immunosuppresseur et anti-prolifératif, le sirolimus, un inhibiteur de mTOR
(mechanistic Target Of Rapamycin), a également des effets sur les métabolismes glucidique et lipidique,
variables selon la dose, la durée du traitement et les apports nutritionnels. In vitro et in vivo, il inhibe
I'adipogenése et conduit & une diminution de MG (masse grasse). A la différence des greffes d’organes
solides, les TIL (transplantation d’ilots de Langerhans) donnent lieu a une perte de poids des patients.
Notre hypothése était que le sirolimus y contribue. Pour la vérifier, nous avons comparé, de maniére
longitudinale, la composition corporelle et les parametres métaboliques des patients DT1 (diabétiques de
type 1), greffés d’ilots, selon deux protocoles d'immunosuppression dont un contenant du sirolimus.
Patients et Méthode : La composition corporelle, les marqueurs du tissu adipeux : IMC (indice de masse
corporelle), MG, leptine et les paramétres métaboliques : HbAlc (Hémoglobine glyquée), glycémie a jeun,
peptide-C, B-score, HOMA-IR, de patients greffés d’ilots traités ou non par sirolimus ont été comparés
avant et un an apres transplantation.

Résultats : De 2004 a 2017, 35 patients ont été inclus, 22 dans le groupe « sirolimus » et 13 dans le
groupe « non-sirolimus ». Dans les 2 groupes, un an aprés la transplantation, nous avons observé une
baisse significative de I'IMC et de la MG. Un an apres la transplantation d’ilots, I'lMC, la MG ainsi que le
contrdle glycémique ne different pas entre les 2 groupes, sauf pour la leptinémie qui était plus faible dans
le groupe « sirolimus» par rapport au groupe « non-sirolimus» (p=0.006). Le taux de sirolimus
plasmatique était corrélé négativement a I'lMC, a la MG et a la leptine.

Conclusion : Un an apres la greffe, la TIL des patients DT1 est associée a une perte significative de
MG et a un meilleur équilibre métabolique dans les deux groupes. La leptinémie était plus basse chez les
patients traités par sirolimus a un an suivant la TIL. Ces résultats suggérent que I'exposition au sirolimus
pourrait moduler la qualité du tissu adipeux et ainsi I'insulino-résistance.
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