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INTRODUCTION



1. Le diabete insulinodépendant
1.1. Généralités

Le diabete de type 1 ou diabeéte insulinodépendant (DID) est secondaire a la destruction sélective
des cellules B des ilots de Langerhans du pancréas, sécrétrices de I’insuline. C’est une maladie
fréquente qui frappe 150 000 patients en France et dont I’incidence est de 7 a 10 pour 100 000
hab./an[1]. Environ 1 enfant sur 300 devient diabétique avant I’dge de 20 ans et définitivement
dépendant de I’insuline. Malgré un traitement substitutif par 1’insuline, le DID est a 1’origine de
nombreuses complications dégénératives oculaires, rénales, neurologiques et cardio-

vasculaires[2]. Il constitue un probléme majeur de santé publique dans les pays occidentaux|[3].
1.2. Physiopathologie

Le mécanisme de la destruction sélective des cellules 3 des ilots de Langerhans est une réaction
inflammatoire de type auto-immune (insulite) dirigée contre des antigénes exprimés par ces
cellules[4]. De nombreux antigénes cibles sont reconnus par le systtme immunitaire au cours de
la phase de début de la maladie ou pré-diabete[S]. Le role de certains de ces antigénes comme
I'insuline ou la glutamate décarboxylase ou GAD est bien démontré[6]. D’autres antigénes ont
également été incriminés comme le GM2-1, un ganglioside porteur d’un résidu d’acide sialique
terminal[7], la carboxypeptidase H, I’antigéne p69, une protéine de 38kd située dans les granules
de sécrétion, ou un fragment de 64kd voisin du GAD.

La réaction auto-immune et la destruction des cellules 3 est une réaction mixte, a la fois humorale
et cellulaire. La réaction humorale est médiée par des anticorps anti-cellules des flots ou ICA
circulants et facilement détectés par immunofluorescence sur coupes de pancréas dans le sérum
des patients atteint du diabete[8] et cytotoxiques pour les cellules B[9]. La réaction cellulaire est
provoquée par des lymphocytes T CD4+ auxiliaires de type TH1 ou TH2[10] et des lymphocytes
CD8+ cytotoxiques spécifiques qui proliférent au contact des cellules insulaires{11] et infiltrent

les ilots pour provoquer ’insulite.



L’origine de cette réaction auto-immune reste mal connue ; elle est trés probablement multi-
factorielle. La fréquence du diabéte de type 1 est nettement augmentée chez les parents au premier
degré des diabétiques. La maladie est trés certainement favorisée par un terrain génétique
particulier et plusieurs génes sont probablement en cause. Il existe ainsi une forte association du
diabete avec quelques haplotypes spécifiques du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de
classe 2. Certains all¢les DR (DR3 et/ou DR4 voire DR1 et/ou DR8) ou DQ (DQS8) sont retrouvés
chez la majorité des diabétiques caucasiens. Un des génes responsables du diabéte pourrait donc
se trouver sur le chromosome 6 & proximité des génes codant pour les molécules DR et DQ du
CMH (Insulin Dependant Diabetes Mellitus 1 ou IDDM 1). Des études de liaison ont permis de
distinguer d’autres locus potentiels situés sur le chromosome 11 a proximité du géne codant pour
I'insuline (IDDM 2) et du géne codant pour le facteur de croissance des fibroblastes ou FGF 3
(IDDM 4) ou encore sur le chromosome 15 & proximité du gene codant pour le récepteur de
Pinsulin growth factor 1 ou IGF1 (IDDM 3)[12]. Cependant, bien que le terrain génétique
favorise la survenue du diabéte, seulement un tiers des jumeaux monozygotes de patients
diabétiques développeront la maladie[13]. Le terrain génétique n’est donc pas le seul facteur en

causc.

Des facteurs environnementaux comme la consommation de lait de vache[14] ou une infection par
un virus de type coxsachie[15] ou d’autres entérovirus[15] ont également été incriminés[15]. Ces
facteurs pourraient intervenir directement en déclenchant une réaction immunitaire croisée avec
certains antigénes des cellules B en raison d’une mimicrie moléculaire. Une homologie de
séquence existe, par exemple, entre la glutamate décarboxylase et une protéine du virus coxsackie
B4 ou entre 1’antigéne p69 des ilots et la sérum-albumine bovine. Récemment le role de super-
antigénes d’origine exogéne et en particulier bactérienne conduisant a 1’activation de toute une
famille de lymphocytes (V[37) dont certains membres pourraient étre dirigés contre les flots a été
également avancé pour expliquer la rupture de la tolérance pour les cellules B[11]. Les facteurs
environnementaux pourraient également agir de fagon indirecte en provoquant la production

locale d’interféron 7y au niveau des ilots[16]. C’est la souffrance induite des cellules B et ’hyper-



expression de certains antigénes cibles a leur surface qui induiraient alors une rupture de la

tolérance naturelle pour le soi[4].

2. Prédiction et Prévention du diabéte

L’activation de la réaction auto-immune préceéde de plusieurs années la destruction de I’ensemble
des cellules sécrétrices d’insuline et l’apparition des signes de la maladie. La recherche de
marqueurs de la réaction auto-immune chez les sujets a risque (parents de diabétiques ou sujets de
type HLA DR3 ou DR4) pourrait permettre de détecter la maladie a sa phase initiale pour tenter de
la prévenir. On retrouve un des auto-anticorps décrits ci-dessus dans le sérum de la plupart des
parents du premier degré de patients diabétiques et 90% des patients a la phase initiale du diabete
ou pré-diabete en expriment 2 ou davantage. L’expression de ces autoanticorps s’accompagne
souvent d’anomalies métaboliques débutantes comme la perte de la premiere phase de la sécrétion
d’insuline[17]. Différentes approches sont envisageables pour lutter contre la destruction des
cellules B a la phase débutante de la maladie. Bien que les immunosuppresseurs puissent
théoriquement limiter la réaction auto-immune, leur toxicité limite encore leur application pour le
traitement du DID débutant[18]. Les techniques actuellement en cours d’évaluation clinique
incluent : I’administration d’insuline qui en diminuant la fonction des cellules 3, pourrait les
protéger de la destruction auto-immune[19]; I’administration de nicotinamide qui, en inhibant la
poly-ADP-ribose synthétase et en réduisant la production de radicaux libres, pourrait bloquer
I’induction du diabete[20] ; et, ’exclusion du lait de vache pour diminuer le contact antigénique

chez les enfants a risques[21].

En admettant I’efficacité de ces techniques de prévention qui reste encore @ démontrer, elles ne
pourraient intéresser qu’une faible proportion des patients diabétiques. Le dépistage systématique
dans la population générale et la recherche des marqueurs du pré-diabete chez les sujets a risque
semble actuellement encore difficile (seuls 6 % des patients de type DR3/DR4 développeront un
diabete) et seulement 10% des nouveaux cas de DID surviennent dans une famille comportant

déja d’autres membres atteints.



3. Traitement actuel du diabéte insulino-dépendant

Depuis la découverte simultanée de I’“isletin* par Banting et Best & Toronto et de la “pancréine‘
par Paulesco a Bucarest en 1921, le diabéte de type 1 n’est plus une maladie 1étale grice au
traitement substitutif par 'insuline. Les progres réalisé€s dans le domaine de !’insulinothérapie
depuis cette date ont été considérables, tant dans le domaine de 1’insuline elle méme que dans
celui du mode d’administration ou de la surveillance de I’équilibre glycémique. Pourtant, le
traitement substitutif du DID par l’insuline ne permet toujours pas de rétablir un équilibre
glycémique physiologique. Il n’évite donc pas l'apparition des complications secondaires de la
maladie qui sont directement corrélées a la comrection de I’hyperglycémie[22-24]. Méme
optimisée par des protocoles astreignants d’insulinothérapie intensive ou a 1’aide de pompes
portables, dans le but de maintenir le plus précisément la glycémie dans les limites de la normale,
Iinsulinothérapie ne permet que de ralentir la progression des complications, au prix d’un risque
accru d’hypoglycémie[23]. Malgré la description de pompes a insuline intracorporelles[25], la
réalisation d’un glucose sensor implantable et la mise au point d’un véritable pancréas artificiel
qui régulerait en temps réel la libération d’insuline en fonction de la glycémie parait encore bien

lointaine[26].

Comme le constatait récemment Pierre Lefebvre[27], “plus de 70 ans aprés la découverte de
Uinsuline, le bilan reste terrifiant. Le patient atteint de diabéte de type 1 est stricto sensu
insulinodépendant. Deux heures aprés Uinterruption d’une perfusion sous-cutanée continue
d’insuline, la dégradation métabolique est évidente ; six heures apreés, I’ hyperglycémie et la cétose
sont majeures; le coma intervient en 24-48 heures et la mort est inéluctable si I’on ne reprend pas
I'administration d’insuline. Miracle de I’insulinothérapie, précarité de la santé du patient privé

quelques heures seulement de I’ hormone a laquelle il doit la vie*.

Actuellement, le seul espoir de traitement curatif du diabéte de type 1 est la transplantation de

tissu endocrine pancréatique.



4. Transplantation de tissu endocrine pancréatique

Minkowski a ét€ le premier, en 1892, & démontrer chez le chien que 1’autotransplantation d’un
segment du pancréas pouvait prévenir ’apparition du diabéte aprés une ﬁancréatcctomie puis, en
1920, que ’allotransplantation d’un pancréas pouvait guérir temporairement le diabéte chez un
animal  préalablement ~ pancréatectomisé. En 1966, I'apparition des traitements
immunqsupp;esseurs a permis a Lillehei d’effectuer les premiéres transplantations allogéniques
de pancréas chez ’homme. Depuis, plus de 6000 transplantations ont été€ effectuées dans le
monde[28]. Lorsque le greffon est toléré, la greffe de pancréas permet la normalisation quasi
compléte de la glycémie malgré la persistance d’une l€geére intolérance au glucose au cours
d’épreuves de stimulation[29]. Apres deux ans, elle permet le rétablissement du taux de I’insuline
circulante et la restauration de la sensibilité des tissus périphériques a 1’insuline[30]. Si elle ne
permet pas la régression des 1ésions constituées rénales[31] ou oculaires[32], la transplantation
de pancréas s’accompagne d’une réduction de la progression des complications
neurologiques[33] et une amélioration du bilan lipidique[34].

En 25 ans, les progrés des techniques chirurgicales et des traitements immunosuppresseurs ont
permis d’améliorer nettement les résultats de la greffe de pancréas[35]. Aujourd’hui, prés de 75%
des diabétiques insuffisants rénaux bénéficiant d’une greffe couplée rein-pancréas sont encore
normoglycémiques deux ans apres la greffe[28]. Ces bons résultats fonctionnels sont cependant
grevés par une morbidité importante qui, associée aux effets secondaires de
P'immunosuppression, limite encore considérablement les indications de la greffe de

pancréas[36].

5. Greffe d’Ilots de Langerhans

Le tissu exocrine qui représente plus de 95% du tissu pancréatique est a ’origine de la majorité

des complications de la greffe de pancréas. La greffe sélective des ilots de Langerhans, qui
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permettrait de transplanter uniquement le tissu endocrine (soit 2% environ du tissu pancréatique)
au cours d'une intervention chirurgicale minime, serait une alternative séduisante. Elle apparait

aujourd’hui comme I’un des traitements les plus prometteurs du diabete de type 1[37].

La greffe d’ilots a ét€ décrite dés le début du siecle[38] mais elle n’a été séricusement envisagée
pour le traitement du diabéte de type 1 qu’apres la démonstration de son efficacité chez le rongeur
en 1972[39]. Sa faisabilité chez 1’homme a étérdrékmomrée en 1980 par l’autotransplamation de
préparations d’ilots non purifiés aprés une pancréatectomie chez des patients atteints de
pancréatite chronique[40]. Implantés dans le foie aprés injection dans la veine porte, les ilots
permettent chez ces patients la normahsatlon de la glycémie a jeun et de I’hémoglobine glycosylée
(HbAIc) jusqu’a? ans apres la :g;cffe[41] Bien qu’elle soit légérement diminuée, la stimulation

de la sécrétion d’insuline et de C peptide par le glucose ou l’arginine est conservée{42]. La

tolérance au glucose lors d’une épreuve de stimulation orale est pratiquement normale[41].

Malgré plusieurs centaines de tentatives, la difficulté de 1 isolement des ilots de Langerhans a
partir des pancréas de cadavres a longtemps frelwnke;\le developpemcnt clinique de la greffe d’ilots
allogéniques[43]. Grace a I’amélioration de la technique d’isolement des ilots humains[44], les
premiers succes de 1’allogreffe d’ilots chez des patients pancréatectomisés[45] puis chez un
patient diabétique de type 1[46] ont étéﬂcliAéckriwt_‘swqryxﬂ 1990. Depuis cette date, une quinzaine de
malades diabétiques de type 1 dans qlielques centres d’Amérique du Nord[47-50] et d’Europe
[51,52] ont €galement pu interrompre leur insulinothérapie aprés une allogreffe intraportale
d'ilots. Bien qu'ils n'aient ét€ obtenus que chez un petit nombre de patients et qu'ils furent
souvent transitoires, ces résultats trés encourageants confirment que la greffe d'ilots pourrait

devenir prochainement une méthode de choix pour le traitement curatif du diabete

insulinodépendant{43,53].

Comme toute transplantation allogénique, la greffe d’ilots s’accompagne d’une réaction de rejet

1mmumta1re et il est également probable qu’elle déclenche chez les patients diabétiques une

[

deux1éme réactlon auto-immune et spécifique des cellules B. La greffe d’ilots nécessite donc

'utilisation d’un traitement immunosuppresseur a l'aide d’agents classiques comme la
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ciclosporine, les corticoides, l’azathioprine et les immunoglobulines anti-lymphocytaires ou plus
récents comme ie taérolimus[45] ou la 15-déoxyspergualine[50]. L'importance des effets
secondaires de ces agents immunosuppresseurs limite, pour I’instant, les indications de la greffe
d’ilots. Néanmoins, chez les diabétiques immunosupprimés ayant déja bénéficié d’une greffe de
rein, la greffe d’ilots devrait vraisemblablement se substituer prochainement a la greffe de

pancréas en raison de sa trés faible morbidité.

D’autre part, comme les autres techniques de transplantations cellulaires[54-56], la greffe d’ilots
offre d’importantes perspectives de développement[43]. En particulier, de nombreux travaux
expérimentaux laissent entrevoir de nouvelles possibilités de lutte contre la réaction immunitaire
en évitant les effets secondaires li€s & I’immunosuppression. L:imunomodulaﬁon des ilots par
la culture[57,58], 'exposition aux rayons ultra-violets[59] ou I’incubation avec des anticorps
monoclonaux dirigés contre les molécules du CMH[60,61], permet la réduction de leur
mﬁgénicité avant la transplantation. L’induction d'un état de tolérance spécifique chez le receveur
par I'implantation intra-thymique des ilots[62] ou par I’'injection préalablement a la greffe des
ilots, de cellules[63] ou d’antigénes solubles[64] du donneur dans le thymus aprés une déplétion
lymphocytaire transitoire permet d'éviter le traitement immunosuppresseur. Enfin, I'immuno-
protection physique des ilots par une membrane semi-perméable au sein d’un pancréas
bioarﬁﬁciél‘[/65‘,é6]' f)efmet de les }isoler ph}yisi‘q‘uement pour les Biquer du systeme 1mmun1talre
tout en conservant leur fonction métabolique. Si ces progres de la lutte contre le rejet immunitaire
se confirment chez 1’homme, la greffe d’ilots pourrait devenir un traitement de choix pour le

diabete de type 1.

Actuellement, un des principaux freins pour le développement clinique de ia greffe d’ilots est la

faible ’quantité de ;issu disponible pour la transplantation. En effet, la masse des cellules
| Wimplantées apparait comme le facteur critique du succes d’une greffe d‘flots. Chez I’homme, la
quantit¢ minimale nécessaire de tissu endocrine pour prévenir le diabéte aprés une
pancréatectomie est d’environ 3000 ilots par kg de poids[41]. Pour obtenir la guérison c’est a
dire I’insulino-indépendance chez un diabétique de type 1, il est nécessaire de transplanter au

minimum 6000 ilots par kg[67] et probablement plus de 10 000 ilots par kg[43] soit généralement

e e e
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plus de 500 000 ilots. Avec les techniques actuelles d’isolement des ilots humains, il est donc

souvent indispensable de réunir les ilots de plusieurs donneurs pour pouvoir proposer une greffe
d’ilots & un patient diabétique. Bien que le nombre des diabétiques insuffisants rénaux bénéficiant
d’une greffe de rein soit relativement limité, le nombre de pancréas humains disponibles serait a
peine suffisant pour greffer des ilots a I’ensemble de ces receveurs potentiels. Avec les progres
probables des techniques de prévention de la réaction immunitaire, le nombre de patients
susceptibles de bénéficier d’une greffe d‘llots pourrait €tre considérablement étendu. Le

développement de sources alternatives aux pancréas de cadavres serait alors indispensable.

6. Conclusion

En conclusion, la greffe d'flots apparait susceptible de connaitre un large développement pour le
traitement des diabétiques dans les années a venir. Parmi les progrés restant a accomplir pour
étendre les indications cliniques de cette technique, 1'optimisation de la source de tissu endocrine

disponible pour la transplantation sera vraisemblablement un des facteurs déterminants.

Trois voies principales semblent pouvoir se développer :

e l’isolement et la conservation des ilots humains dont I’amélioration permettrait de développer a
court terme la greffe d’ilots chez les diabétiques immunosupprimés.

e L ’utilisation d’1lots d’origine animale (xénogreffe) qui constituerait une source inépuisable de
tissu endocrine si le développement des techniques d’immunoprotection se confirme.

e La néoformation et la production in vitro de cellules humaines sécrétrices d’insuline qui

constituerait une source idéale de tissu endocrine pour le traitement des diabétiques de type 1.



Premiére partie :

ISOLEMENT ET CULTURE DES ILOTS
HUMAINS
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I. INTRODUCTION

I.1. Anatomie et physiologie du pancréas endocrine humain
I.1.1. Anatomie

Le pancréas est situé dans la partie postérieure de la cavité abdominale, devant le rachis, entre le
cadre duodénal et la rate[68]. Il pese environ 90g chez I'homme et 75g chez la femme. Il est
divisé en 4 parties, la téte et le petit pancréas de Winslow au contact du duodénum, l'isthme, le
corps et la queue qui se prolonge jusqu'au hile de la rate. Chez I'homme, comme chez les autres
mammiferes, le pancréas est constitué de trois contingents tissulaires, exocrine, endocrine et
canalaire, distincts tant sur le plan morphologique que sur le plan fonctionnel. Le pancréas
exocrine constitue plus de 95 % du tissu pancréatique. Il est organisé sous la forme de lobules ou
acini. Ce tissu acineux synthétise et sécrete les enzymes digestives comme I'amylase ou la lipase.
Le tissu acineux est organisé autour d'un arbre canalaire qui achemine les sécrétions jusqu'au
duodénum. Ces canaux pancréatiques comprennent successivement les canaux intercalés ou
centro-acineux, les canaux intralob'ulaires, et les canaux interlobulaires qui convergent dans le
canal principal ou canal de Wirsung qui débouche avec le canal cholédoque dans la lumicre
duodénale. Il persiste parfois a 1’dge adulte un canal accessoire ou canal de Santorini qui
débouche directement dans le deuxieme duodénum. Ces canaux pancréatiques ont également une
fonction sécrétrice importante (bicarbonate et mucine). Le tissu endocrine est réparti en amas
cellulaires ou ilots disséminés au sein du tissu exocrine, d'un bout & I'antre du pancréas. La
raison d'étre de cette répartition unique du tissu endocrine chez les mammiféres au contraire de
certaines espéces plus primitives reste une énigme depuis sa découverte. C'est Laguesse 2 Lille
qui fiit le premier a suspecter le rdle fonctionnel primordial de ces ilots pancréatiques[69]. 11 les
dénomma "flots de Langerhans" en référence a Paul Langerhans, étudiant en médecine allemand
qui observa quelques années plus tot ces amas cellulaires au sein du tissu pancréatique. Les ilots

endocrines constituent 2% du volume total du pancréas, cependant ils regoivent 20% du débit
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sanguin de cet organe[70]. Leur nombre est hautement variable d'un individu & l'autre ; il est
compris entre 2x10° et 2,3x10%(71]. Leur taille varie de 15 a 500 um[72]. Les ilots de
Langerhans sont composés en moyenne de 2500 cellules avec des extrémes de: quelques-unes a
plus de 12 000 cellules[73]. Ils sont composés de 4 populations cellulaires différentes. Les
cellules B qui sécrétent l'insuline sont situées plutdt au centre de l'ilots -et représentent 80% des
cellules. Les cellules a se trouvent a la périphérie des ilots et sécrétent le glucagon. Les cellules &
(5%), qui sécreétent la somatostatine, et les cellules PP, qui sécretent le polypeptide pancréatique,
sont en faible nombre et sont dispersées au sein de I'flot. Les influences paracrines réciproques
de ces 4 types cellulaires sont essentielles pour la fonction physiologique des ilots[74,75]. La
distribution des ilots dans le tissu pancréatique et la proportion des différents types cellulaires («,
B, 8 et PP) qui les composent, varient avec les régions anatomiques du pancréas. Les ilots sont
plus nombreux dans la queue du pancréas que dans la téte. Les cellules PP sont plus nombreuses
a la périphérie des ilots dans la t€te du pancréas [76]. Les ilots humains ne sont pas séparés
physiquement, c'est-a-dire par une capsule, du tissu exocrine auquel ils sont intimement liés. Les
effets réciproques entre le tissu exocrine et les ilots ne sont que particllement connus[77].
Toutefois, de nombreux résultats expérimentaux et cliniques convergent aujourd'hui pour
affirmer les relations étroites qui unissent les contingents endocrines et exocrines du

pancréas[78].
1.1.2. Physiologie

Seules les cellules B expriment le géne de I'insuline qui est situé sur le chromosome 11[79]. Le

précurseur de la biosynthése de I'insuline est la pré-pro-insuline qui se forme dans le réticulum
endoplasmique des cellules B rugueux puis est rapidement transférée sous forme de pro-insuline
dans I’appareil de Golgi. La pro-insuline est ensuite concentrée dans des granules immatures
dérivant des saccules golgiens dans lesquelles elle est clivée en deux peptides, I'insuline et le
connnecting peptide ou C-peptide. L’insuline est alors concentrée et cristallisée grace a ’action du

zinc sous formes de polymeres[80]. En I’absence de glucose, 'insuline est relarguée de fagon

continue 2 la surface de la cellules B par exocytose avec le contenu des granules (C-peptide en

quantités équimolaires avec la pro-insuline et 1’amyline). La sécrétion active de l’insuline est
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déclenchée par I’augmentation du glucose intracellulaire[81]. Le glucose transporté dans la cellule
par un transporteur membranaire spécifique, le GLUT2, inhibe les canaux potassiques et entraine
une dépolarisation cellulaire qui elle-méme active les canaux calciques. C’est 1’augmentation du
calcium intracellulaire qui déclenche la sécrétion active de 1’insuline. La sécrétion peut également
étre déclenchée in vitro par des acides aminés comme l’arginine ou d’autres agents qui
augmentent I’ AMPc intracellulaire comme la théophylline ou 'IBMX. La sécrétion de I'insuline
est un phénomeéne rapide, phasique, pulsatile et conservateur. La libération d’insuline est
détectable moins d’une minute apres ’augmentation de la concentration du glucose et inhibée 2
minutes aprés sa diminution. Lors d’une stimulation soutenue par le glucose, la sécrétion
d’insuline s’effectue de fagon pulsatile avec des cycles d’une période de 1 minute environ, selon
trois phases successives 1188}: une phase précoce qui dure quelques minutes suivie d’une phase
plus lente de sécrétion active et trés lentement décroissante pendant plusieurs heures et enfin une
derniere phase de désensibilisation au glucose ou la sécrétion bien que toujours pulsatile apparait
réduite. Au cours de la sécrétion active, les cellules B ne liberent qu’une faible quantité de

I’insuline disponible dans les granules cytoplasmiques.

I.2. L'Isolement des ilots Humains
1.2.1. Etudes préliminaires chez le rongeur

Les techniques décrites pour 1’isolement des ilots humains dérivent directement d’études menées
d’abord chez le rongeur. C'est Bensley qui en 1911 est, pour la premié¢re fois, parvenu a isoler
quelques ilots de Langerhans du tissu pancréatique apres injection préalable de colorant[82]. Les
premiers isolements dlots reproductibles ont €t réalisés avec une technique de
microdissection[83]. Bien qu'elle ait permis 1'étude expérimentale spécifique des ilots cette
technique apparaissait relativement traumatique et quantitativement trés limitée. En 1965,
Moskalewski a décrit chez le cobaye un principe nouveau pour l'isolement des flots, la digestion
enzymatique par la collagénase du tissu pancréatique[84], qui reste a la base de toutes les

techniques d'isolement décrites ultérieurement. Le rendement quantitatif de la méthode et la

- 13 -



qualité des ilots obtenus ont augmenté significativement quand cette technique de digestion par la
collagénase a €t€ associée a la distension premiére et in situ du pancréas par l'injection dans le
canal de Wirsung d'une solution saline réfrigérée avant sa dispersion mécanique et son incubation
avec la solution de collagénase[85]. Initialement, les ilots isolés €taient séparés manuellement du
tissu exocrine, a I'aide d'un loupe binoculaire mais l'utilisation de la séparation par centrifugation
d'abord dans le sucrose [85] puis le Ficoll[86] a permis de faciliter encore l'isolernent des flots de
rongeurs. Cette technique de digestion du pancréas par la collagénase suivie de la purification par
gradient de densité permet d'obtenir de fagon reproductible de 500 a 1000 ilots de Langerhans par
rat. Aujourdhui, elle est devenue la technique de référence pour la préparation des ilots de rat

dans la plupart des laboratoires.
1.2.2. Isolement des ilots humains

La premiére description de l'isolement d'lots humains remonte a 1971{87] a l’aide d’une
technique identique a celle décrite chez le rongeur. Le pancréas, distendu avec une solution saline
réfrigérée, était découpé en morceaux puis incubé a 39°C avec une solution de collagénase. Les
flots étaient ensuite purifiés manuellement du tissu exocrine. Avec une technique similaire en
1976, Lacy est & nouveau parvenu a isoler les ilots des pancréas humains, cependant cette
technique s'avérait trés décevante chez 1'homme en raison de la nature fibreuse du tissu
pancréatique des gros mammiféres[88]. L’injection artérielle de la solution saline s’est révélée
délétere pour les ilots et la distension du pancréas par voie veineuse ne permettait qu’une minime
amélioration des résultats[89]. De plus, le traumatisme tissulaire au cours de la phase de
dispersion était sévere : la quantité de tissu contenant de l'insuline était diminuée de 50% apres la
phase de distension et de prés de 90% & l'issue de I'incubation avec la collagénase apreés
dispersion mécanique[90]. Le rendement prévisible du recueil des ilots humains par cette
technique ne pouvait dépasser 10% des ilots initialement présents dans le pancréas. En fait, c’est
le principe de la distension premiére du pancréas avant la digestion enzymatique qui devait se
révéler quelques années plus tard comme l’erreur fondamentale ayant longtemps freiné

I'amélioration des résultats de l'isolement chez les gros animaux.
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Un nouveau principe fut décrit par Horaguchi en 1981 chez le chien[90] et appliqué chez
I’homme par Gray en 1984[91] : la distension du pancréas par I’injection d’une solution de
collagénase a 39°C dans le canal de Wirsung. Apres une étape de digestion stationnaire a 37°C, le
pancréas digéré était sectionné, dissocié a l'aide de pinces puis trituré par aspirations successives
au travers d'aiguilles, avant d'étre filtré a plusieurs reprises. Aprés purification par centrifugation
sur gradient de Ficoll, cette technique permettait de recueillir en moyenne 44 000 ilots par
pancréas avec une pureté de 10 2 40%. Cette technique a ensuite €t€ modifiée et adaptée chez le
porc[92] puis chez le singe chez lequel la qualit€ des ilots isolés a €t confirmée par la
normalisation de la glycémie aprés pancréatectomie et autotransplantation[93]. Les ilots humains
obtenus avec une technique similaire ont également permis quelques essais cliniques de
transplantation chez des diabétiques de type 1 ; une fonction partielle et transitoire des ilots a pu
étre démontrée mais sans permettre l'interruption de 1l'insulinothérapie[94]. Lorsque la digestion
enzymatique du pancréas était suivie d'une séparation mécanique du tissu exocrine par le velcro

[95] le rendement obtenu avec cette technique atteignait 80 000 1lots par pancréas.

Pour faciliter la phase de dispersion du tissu pancréatique digéré, Scharp a développé en 1985
une technique de dissociation mécanisée a l'aide d'un broyeur de tissu[96]. Apres séparation du
tissu endocrine par élutriation, il a obtenu avec cette méthode environ 150 a 200 000 ilots par
pancréas et une pureté de 20 a 30 % . La fonction au moins partielle des ilots isolés a pu étre
confirmée par la transplantation intra-splénique chez six patients diabétiques et la détection d’une

sécrétion de peptide C.

Warnock en 1986 adapta au pancréas humain la technique de distension par perfusion continue
avec la collagénase qui avait permis d'améliorer 1'isolement chez le chien[97]. La solution de
collagénase, chauffée a 39°C était perfusée a I'aide d'une pompe péristaltique dans le canal de
Wirsung pendant toute la phase de digestion. Comparée 2 l'injection simple de la collagénase,
cette technique de perfusion continue facilitait la dissociation mécanique secondaire du pancréas et
contribuait a limiter la fragmentation des flots tout en diminuant la concentration nécessaire de la
solution de collagénase Elle a permis d'augmenter le rendement de l'isolement d'un facteur 1,5 a

2 et d'isoler en moyenne 161 000 ilots par pancréas pour obtenir apreés purification par
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centrifugation dans le Ficoll 82 000 ilots avec une pureté de 20 a2 40%[98]. Ce principe de la
perfusion intra-canalaire continue de la collagénase a également été utilisé pour l'application

clinique[99].

Malgré ces améliorations successives, la difficulté de I’isolement des 1lots humains a longtemps
freiné le développement clinique de la greffe d’ilots. L’action de la collagénase injectée dans le
canal de Wirsung permet la dissociation du tissu exocrine et la libération des ilots par destruction
du réseau collagéne du tissu pancréatique. Cependant 1'étape de dispersion du tissu pancréatique
par macération, trituration ou simple filtrage du tissu était responsable d’une importante
souffrance tissulaire. Ce stress mécanique aboutissant a la fragmentation des ilots s’est révélé
particulierement délétére tant pour le rendement quantitatif de 1’isolement que pour la viabilité et la
fonction des ilots obtenus. L’action de la collagénase sur le tissu pancréatique n’est pas
homogene et la dissociation des ilots est progressive et continue ; alors que les premiers ilots
libérés commencent déja a se fragmenter, d’autres sont encore intimement liés au tissu exocrine.
Idéalement, la technique d'isolement devrait prendre en compte ce caracteére progressif de la
digestion et permettre la digestion de la totalité de la glande tout en assurant la soustraction des
ilots de I’action de la collagénase au fur et 2 mesure de leur libération. Elle devrait également
permettre d’adapter les caractéristiques de la digestion en fonction des caractéristiques de chaque

pancréas humain.
1.2.3. Méthode de digestion automatisée

Tentant de résoudre ces difficultés, Ricordi et 1’équipe de Saint-Louis ont développé et décrit en
1988 une nouvelle technique d'isolement des ilots, baptisée “automated method”, utilisant une
chambre de digestion placée sur un circuit fermé permettant de limiter le traumatisme mécanique
et I'exposition excessive des ilots a la collagénase. Cette technique a permis lisolement de 275
000 ilots par pancréas et I’obtention apreés purification par centrifugation en gradient de Ficoll de
160 000 ilots par pancréas avec une pureté de 79%([44]. L’amélioration des résultats quantitatifs
et qualitatifs de I'isolement des flots humains obtenus avec la méthode de Ricordi devait

déboucher deux ans plus tard sur la description des premiers succeés cliniques d’allogreffe
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d’1lots[45,46]. Malgré quelques tentatives de simplification[100] et en raison de sa bonne
reproductibilité, cette technique d’isolement automatisée s’est rapidement imposée dans le monde
comme la technique de référence et a contribué de fagon importante au développement clinique de
la greffe d’ilots[45,47,49,51,101-104]. La maitrise de cette technique de l'isolement des flots

humains apparait aujourd'’hui comme le préalable essentiel de toute application clinique.

L.3. Purification des ilots

Apres la digestion enzymatique et la dispersion mécanique, le tissu pancréatique occupe apres
centrifugation un volume variant de 30 a plus de 60 ml. En plus des ilots de Langerhans qui n'en
représentent qu'une faible proportion (environ 2%), ce digestat est constitué d'un petit contingent
de débris canalaires et vasculaires et surtout de tissu acineux. Afin d'éviter la perte d'une partie
importante des ilots qui accompagne inévitablement la purification, on peut envisager la
transplantation de cette préparation "brute” sans autre manipulation préalable. Les résultats
obtenus aprés pancréatectomie totale et autotransplantation chez l'animal{105] et chez
I'homme(41] voire apres allotransplantation chez le diabétique de type 1[50] ont montré qu'on
pouvait greffer avec succes des .malades avec les ilots non purifiés d'un seul pancréas.
Cependant, la transplantation simultanée avec les 1lots d'une importante quantité de tissu exocrine
inutile sur le plan fonctionnel peut &we a lorigine de complications mécaniques
préoccupantes[41,103,106,107]. La contamination des préparations d'ilots avec des fragments
exocrines et trés probablement des leucocytes passagers semblent également augmenter
I'immunogénicité du greffon[108] et diminuer leur implantation au nivean du site receveur[ 109].
La purification est aujourd'hui considérée par la plupart des équipes comme indispensable pour

envisager leur utilisation clinique[110].

Les premicres tentatives de purification des ilots, a l'issue de la digestion du tissu pancréatique
humain, ont été effectuées par recueil manuel sous une loupe binoculaire ou "hand-picking"[87].
Cette technique tres efficace chez le rongeur permet également d'obtenir d'excellents résultats

pour la préparation d'flots humains a des fins expérimentales[111]. Chez ['homme, comme chez
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les grands mammiferes, elle se révele cependant particulierement laborieuse et d'un trés faible
rendement. Bien qu'elle ait déja été utilisée[112] la purification manuelle des ilots ne semble pas
compatible avec l'application clinique de la greffe d'ilots. L'effort a donc port€ sur le
développement de techniques permettant la purification de masse des préparations de tissu
pancréatique digéré. Des techniques simples comme la sédimcntatiori[113] et la séparation
mécanique du tissu fibreux par le Velcro[95] ou la filtration [91] permettent une purification
grossiere des préparations. De nombreuses techniques de purification comme 1’¢lutriation[114],
la cytofluorométrie de flux[115], la séparation magnétique[116] ont été décrites pour en améliorer
les résultats. Chez 'homme, la technique ayant permis d'obtenir les meilleurs résultats est la
séparation isopycnique par centrifugation en gradient de densité mise au point chez le
rongeurf{39,85]. Cette technique repose sur la différence de densité qui sépare les ilots endocrines
du tissu exocrine pancréatique particulierement riche en granules de sécrétion[117]. Malgré
I’amélioration de ces techniques, la purification des préparations implique encore une perte
considérable de la masse de tissu endocrine et ses résultats sont tres inconstants d’un pancréas a

’autre[110].

1.4. Conservation des ilots

I1 est actuellement exceptionnellement possible de pouvoir guérir un diabétique avec les ilots
isolés & partir d’un seul pancréas[50,51]. Le plus souvent, les flots provenant de plusieurs
pancréas doivent étre réunis et transplantés chez un méme patient[67]. En raison de la nature
imprévisible des prélévements d’organes, les flots doivent donc fréquemment &tre conservés au

moins quelques jours voire plusieurs semaines[118].
1.4.1. Cryopréservation

La cryopréservation des ilots qui permet la conservation illimitée des ilots serait une solution
théorique idéale[119]. La constitution de banques de tissu autoriserait 1’échange entre les centres

et I’appariement immunologique des donneurs avec les receveurs. Sa réalisation pratique souléve
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cependant de nombreuses difficultés. La cryopréservation des ilots humains entraine
inexorablement une diminution de leur nombre et de leur fonction{99,120]. Inévitablement
précédée d’une courte période de culture, elle entraine la perte de 30 2 50 % de la masse des ilots
initialement isolée[121]. In vivo, apres transplantation intrahépatique, la fonction des ilots
humains cryopréservés est inférieure a celle des ilots frais (Davalli, communication personnelle,
1994). Si la greffe simultanée d’ilots cryopreservés permet d’augmenter la masse de tissu
endocrine transplantée, 'utilisation d’ilots fraichement isolés a toujours été nécessaire pour

obtenir la correction du diabete[67].
1.4.2. Conservation hypothermique

La conservation hypothermique des ilots & 4°C est possible mais elle est tres limitée dans le
temps. Elle ne dépasse pas quelques heures dans une solution saline physiologique et peut €tre
prolongée au maximum jusqu’a 48 heures avec les solutions de types intracellulaires développées

pour la conservation d’organes comme la solution de I’Université du Wisconsin (UW)[122].
1.4.3. Culture des ilots

Le demni¢re méthode qui permet de conserver les ilots apres l’isolement quelques heures en
attendant la greffe voire de quelques jours a quelques semaines pour réunir les flots de plusieurs
donneurs est la culture cellulaire. Elle a été nécessaire dans la majorité des études cliniques de
greffe d‘ilots{47,51,102,104] et permet 1’évaluation fonctionnelle et infectieuse des préparations.
De plus, la culture des ilots diminue leur antigénicité et facilite leur transplantation[57,123,124].
De nombreuses techniques permettant I’immunomodulation des ilots avant leur transplantation en
réduisant la présence des leucocytes passagers et I’expression des molécules du CMH ont
également été décrites et leur application clinique imposera la maitrise des techniques de culture
des flots humains. La culture des 1lots adultes humains a été décrite pour la premi¢re fois en 1976
avec les techniques classiques de culture sur support plastique[125]. La culture en suspension
dans des milieux additionnés de sérum[126] a permis de prolonger la survie des ilots humains
pendant plusieurs mois[127]. Parmi les milieux de culture existants, le plus performant est le

CMRL 1066[43]. Cependant, ce milieu n’empéche pas la réduction rapide de la sécrétion
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d’insuline et de la réponse des cellules B a une augmentation de la concentration de glucose[58].
D’autre part, I’utilisation dans le milieu de culture de sérum d’origine souvent animale et de
composition peu contrdlée apparait difficile pour 1’application clinique. Il est donc souhaitable de
développer des techniques de cultures reproductibles, utilisant des milieux définis et permettant

de minimiser la perte de 1a fonction et de la masse du tissu endocrine au cours de sa conservation.

L5. Objectif de I’étude

La greffe d’ilots allogéniques de Langerhans permet le traitement du diabéte de type 1 chez des
patients immunosupprimés et pourrait se gubsistuer dans les années & venir a la greffe de
pancréas vascularisée. Cependant la difficulté¢ de 1’'isolement des ilots humains limite encore son
application clinique. L’objectif de cette étude était le développement et I’amélioration des
techniques d’isolement et de culture des 1lots de Langerhans humains afin d’obtenir des résultats

compatibles avec les impératifs de I’application clinique.
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II. MATERIEL ET METHODES

IL.1. Prélevement du pancréas

Les pancréas humains ont été prélevés chez des sujets en état de mort cérébrale au cours de
prélévements multi-organes organisés par 1’Etablissement Frangais des Greffes dans les
conditions prévues par la loi relative au don et a I'utilisation des éléments et produits du corps
humains et apres avis favorable du Comité d'Ethique du CHRU de Lille. Les pancréas étaient
prélevés aprés perfusion aortique in situ d'Eurocollins ou de solution de conservation de
I'Université du Wisconsin ou UW (Viaspan, Dupont, Pays-Bas). Lorsque le foie était prélevé
simultanément, le flux porte était décomprimé en aval du pancréas. Lorsque le prélévement
hépatique emportait la téte du pancréas en raison de la suspicion d'une artére hépatique droite,
seule 1'isthme et la queue du pancréas ont ét€ utilisés. Ex vivo, le pancréas était disséqué
stérilement a 4°C et libéré de toute adénopathie du tissu adipeux et des vaisseaux en évitant toute
effraction de la capsule. Quand le pancréas entier était utilisé, il était sectionné au niveau de
l'isthme. Un cathéter était mis en place et fixé dans le canal de Wirsung facilement repéré au
niveau de chaque tranche de section. Au niveau de la téte, les extrémités du canal de Wirsung et

du canal de Santorini, quand il était présent, étaient repérées et liées.

Dans certains cas (n=13), immédiatement apres le prélevement, 150 ml de solution UW a 4 C
contenant de collagénase (1,5 mg/ml, Boehringer Mannheim Type P) et DNase(250 U/ml) étaient
injectés dans le canal de Wirsung pour distendre le pancréas préalablement a la conservation.

Les pancréas étaient ensuite conservé a 4 °C jusqu’a l'isolement dans I'Eurocollins ou dans la
solution de conservation UW lorsque le temps prévisible de conservation était supévieur 3 3 h et

acheminés au laboratoire.
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II.2. Dissection et distension du pancréas

L'ensemble de l'isolement était effectué sous hotte & flux laminaire vertical. Aprés pesage, le
pancréas était distendu avec 300 ml d'une solution stérile de Hanks contenant de la collagénase
(Boehringer Mannheim Type P), du CaCl, (3,7 mMol), et de la DNAse (250U/ml) préchauffée a
32°C. La concentration de collagénase utilisée a varié de 2,5 3 4 mg/ml en fonction du lot.
Pendant ces expériences, 3 lots différents de collagénase ont été utilis€s (une collagénase
provenant d’un 4eéme lot a ét€ utilisée pour un seul isolement). La qualité de la distension est
déterminante pour les résultats de la digestion et la collagénase est injectée au début avec douceur
afin d’éviter la rupture précoce des petites branches canalaires terminales puis avec une pression
croissante pour distendre I'ensemble de la glande. Les éventuelles fuites capsulaires sont occluses
a l'aide de pinces hémostatiques (figure 1). Le pancréas est coupé en deux et mis dans la chambre

de digestion chauffée de 38 a 39°C.

IL.3. Digestion enzymatique automatisée

Un schéma du dispositif utilisé pour la digestion automatisée du pancréas est présenté dans la
figure 2. La chambre de digestion est en inox et son volume intérieur (400 ml) peut étre adapté
(300 ml). a l'aide d'un cylindre amovible. Une sonde thermocouple dont l'extrémité est située a
l'intérieur de la chambre permet d'en mesurer la température interne. La chambre est fixée sur un
agitateur (course d'une hauteur de 10 cm, 45 oscillations par minute) et contient des billes de
verre afin de potentialiser 1'action mécanique de I'agitation. Un filtre dont les pores ont une taille
de 280u est placé a la sortie de la chambre. La chambre de digestion est connectée & un circuit
fermé de tubulures de silicone qui comprend une ampoule & décantation dans laquelle le tissu
digéré peut sédimenter, un échangeur thermique en inox plongé dans un bain marie a 50°C, afin
de maintenir la température interne de la chambre & 37°C et 4 une pompe péristaltique qui assure la
circulation continue de la solution de collagénase. Le circuit est préalablement rempli avec une

solution de Hanks contenant du sérum de veau nouveau-né(SNN) & 2% pour éviter 1'adhésion
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des cellules sur les parois du circuit, et réchauffé jusqu'a 39°C. Le pancréas distendu est
sectionné en 2 parties et placé dans la chambre de digestion, ouverte apres vidange du circuit. Le
circuit est 2 nouveau rempli avec la solution de collagénase utilisée pour la distension du pancréas
et une solution de Hanks a 2% de SNN (concentration finale de SNN d'environ 1%). Lorsque le
circuit est rempli, la solution est perfusée en continu a un débit de 60 ml par minute a 1'aide d’une
pompe péristaltique. La température de la chambre généralement descendue a 34°C remonte
doucement de 1°C par minute. L'agitation de la chambre (15 secondes chaque minute) commence
des que la température arrive a 37°C. La température interne de la chambre est maintenue a 37°C
pendant toute la digestion. L'état de la digestion est évalué sur un échantillon de 1 ml prélevé
toutes les 2 minutes en aval de la chambre sur le circuit et coloré par quelques gouttes d’une
solution de dithizone (50 mg dissous dans 5 ml de diméthyl sulfoxyde et resuspendu dans 100 ml
de solution de Hanks contenant 2% de SNN). Les ilots colorés en rouge par la Dithizone sont

aisément identifiables en microscopie inversée[128].

Lorsque la digestion est estimée satisfaisante (plus de 20 flots libres dans 3 prélévements
successifs}, le pancréas digéré est récolté en perfusant le circuit maintenant ouvert, par une
solution froide de Hanks contenant 10% de SNN (débit de 300 ml/min). Le digestat, est recueilli
dans des tubes contenant 100 ml d'une solution de Hanks 3 20% SNN pour refroidir rapidement
la solution et inactiver la collagénase. Pendant la phase de recueil, la chambre de digestion est
agitée 15 secondes par minute. La perfusion de 5 a 7 litres de solution de Hanks a 10% de SNN
est généralement nécessaire pour vider totalement la chambre du tissu pancréatique digéré. La
chambre est alors ouverte et le tissu restant (Planche 1C) est pesé et soustrait du poids de tissu

mis dans la boite au début afin d'avoir le poids de pancréas digéré.
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I1.4. Purification
I1.4.1. Gradient

Les préparations ont été purifiées par séparation isopycnique par centrifugation dans un gradient
discontinu d’Euro-Ficoll a I’aide d’un séparateur de cellules (COBE 2991, Lakewood, USA).
Les gradients d’Euro-Ficoll étaient fabriqués selon la technique de Olack{129] a partir d'une
solution mere de Ficoll d’'une densité de 1,125 (Ficoll 400DL, Sigma, France) diluée avec une
solution d’Eurocollins pour obtenir les densités désirées. Du sérum de veau foetal était ajouté
pour obtenir une concentration finale de 2%. Pour chaque solution, la densité a 8°C était vérifiée a

I’aide d’un densitométre (DMA 335, Paar, Autriche).
I1.4.2. Test de purification

Afin d’évaluer la densité des tissus exocrine et endocrine et de déterminer les couches de gradient
optimales pour chaque pancréas, un test était réalisé sur un échantillon de la préparation avant de
procéder a la purification. Deux ml du digestat, resuspendu dans la solution UW, étaient
mélangés a 1 ml de dithizone puis centrifugés (150g, 1 min). Le culot était resuspendu dans 4 ml
d’Euro-Ficoll de densité 1.108 g/cm3 et transféré dans une tube de 15 ml. Un ml d’Euro-Ficoll de
densité 1.1038, 1.097, 1.091, 1.081, 1.069, 1.051, puis de Hanks étaient successivement
déposés. Apres centrifugation a 4°C (800G, 15 min), la présence des ilots colorés en rouge par la
dithizone est facilement détectée visuellement et chaque interface peut €tre pipetée et diluée dans le

Hanks pour évaluation précise de leur composition a 1’aide du microscope inversé (Planche 2).
I1.4.3. Séparateur de cellules

Le digestat est suspendu dans 200 ml d’Euro-Ficoll de densité 1.104 g/em’ dans une poche de
plastique stérile (600 ml, Fenwal Baxter, France) & 4°C puis est écoulé par gravité dans le sac du
séparateur de cellules (COBE, Lakewood, USA). Lorsque le pancréas entier était utilisé, deux
cycles de centrifugation étaient nécessaires car 20 ml de culot au maximum peuvent €tre chargés
dans le sac. Le sac était alors centrifugé a 2550 tours/min, et 'air résiduel évacué. Sans

interrompre la centrifugation, 150 ml de la deuxi®éme couche d’Euro-Ficoll ou couche de
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séparation puis 150 ml de la troisiéme couche ou couche supérieure puis 75 ml de solution de
Hanks étaient injectés dans le sac 2 'aide d’une pompe péristaltique. Les résultats du test
permettent de choisir les densités de la couche de séparation, et de la couche supérieure a
I'interface desquelles les flots sont récupérés en fonction des impératifs de rendement ou de
pureté souhaités pour la purification. Aprés 7 minutes de centrifugation a 2550 tours/min., les
couches étaient successivement évacuées du sac par expansion du coussin du séparateur de
cellules et les interfaces étaient récupérées séparément. Un échantillon permet de controler la
présence des ilots entre la couche de séparation et la couche supérieure. Parfois des ilots moins
purifiés se trouve également dans I’interface entre la couche inférieure et la couche de séparation
qui est alors également recueillie. Les ilots en suspension dans I’Euro-Ficoll sont dilués (5:1)
dans la solution de Hanks dans des tubes coniques de 250 ml. Apreés une premicre centrifugation
(300 g, 4 min.), ils sont resuspendus dans le Hanks et centrifugés une deuxiéme fois (150 g, 4
min.), puis transférés dans des tubes de 50 ml centrifugés une troisieme fois et suspendus dans
du milieu de culture (RPMI 1640, 1g/1 de glucose, sans sérum), centrifugés une quatrieéme fois et
finalement resuspendus dans du milieu de culture (CMRL 1066, Sigma, France) contenant 10%
de sérum de veau foetal, I’hydroxycortisone (0,0lmM), le pyruvate (0,9mM), le nicotinamide

(10mM) et des antibiotiques[130].

Trois échantillons de 25 pl étaient prélevés dans la préparation finale pour la numération des lots.
Lorsque deux couches ont ét€ recueillies séparément, la numération était réalisée pour chacune

d’entre elles. La pureté était estimée visuellement et exprimée en pourcentage d’ilots.

I1.5. Evaluation des ilots

L’évaluation des préparations d’flots obtenues apreés l'isolement et la purification est
indispensable avant d’envisager leur utilisation clinique[131]. Pour faciliter la comparaison des
résultats des différents laboratoires, une méthodologie standardisée a été définie pour 1’évaluation
de I'isolement des ilots humains[132-134]. Elle comprend des critéres objectifs quantitatifs

(numération et appréciation du volume des ilots) et qualitatifs (morphologie, fonction des ilots).
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I1.5.1. Evaluation quantitative

L’évaluation quantitative des résultats de I’isolement a été€ estimée & partir du nombre moyen des
ilots présents dans trois échantillons prélevés dans la préparation apres la digestion (S0ul) et
apres la purification (25 pl). Apres coloration de I’échantillon par la dithizone, les ilots dont la
taille était supérieure a S0 pm ont été€ mesurés et comptés a 1’aide d’un microscope inversé muni
d’un micrometre. Les résultats sont exprimés sous la forme du nombre total et du nombre
rapporté au poids du pancréas digéré d’ilots. Afin de rendre compte du volume de tissu endocrine
obtenu, les résultats ont également ét€ rapportés sous la forme d’équivalents d’ilots de 150 um de
diametre ou ilots-équivalents (IE) calculés en affectant & chaque ilot un coefficient proportionnel a
sa taille[133] (voir table ci dessous). L’indice d’isolement correspond au nombre d’ilots-

équivalents divisé par le nombre d’ilots.

[

Table 1 : Facteur de conversion des ilots en équivalent d’ilots de 150u de diametre (IE)

Diamétre mesuré (L) Volume théorique (103 u3) Facteur de conversion
50299 294 0.17
100 a 149 1145 0.66
1502199 2977 1.70
200 a 249 6 185 3.50
250 a2 299 11 159 6.30
300 a 349 18 293 104
>350 2 399 27979 15.8

I1.5.2. Morphologie

L’évaluation morphologique a ét¢ réalisée par immunohistochimie. Un échantillon de la
préparation finale d’ilots était sédimenté, suspendu dans de la colle biologique (voir abstract en

annexe) ou dans du collagéne de queue de rat, puis apres gélification, fixé dans du liquide de
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Bouin (Sigma Chimie, France) et inclus dans la paraffine. Pour 1’étude en immunohistochimie,
des coupes de 5 Y étaient déparaffinisées avec du xyleéne et réhydratées. Apres saturation des
sites non spécifiques par une incubation avec du sérum de chévre (10%) pendant 15 minutes,
les lames étaient incubées pendant 12 heures a 4°C avec un des anticorps suivants : anticorps de
lapin anti-glucagon (ICN, France), anticorps de lapin anti-somatostatine (ICN, France) et
anticorps de cobaye anti-insuline (Dako, France). La révélation était réalisée a 1’aide d’un kit
Streptavidine-Phosphatase anti-lapin utilisant le Chromogen PhtaloRed
(triaminotriméthylthiphenylméthane, Histo Mark Red, Kirkegaard & Perry Laboratories, KPL

Inc. Maryland). Les noyaux étaient colorés par I’hématoxyline (méthode de Carrazzi).

I1.5.3. Viabilité

La viabilité des ilots a été évaluée qualitativement en microscopie inversée a l'issue de la
purification par les colorations vitales : exclusion du bleu trypan et coloration par le rouge
neutre. Plus récemment, nous avons utilisé un test de viabilité par des colorants fluorescents :
coloration par le diacétate de fluorescéine (vert) et exclusion du iodure de propidium
(rouge)[120]. Un échantillon de la préparation est lavé dans une solution tampon (PBS, pH
7,4) pour éliminer le rouge phénol. Les ilots, suspendus dans 80 il de solution sont incubés
pendant 10 minutes en présence de 10 pl de diacétate de fluoresceine (10ug/ml dans I’acétone)
et de 10 ul de iodure de propidium (500ug/ml en PBS) puis centrifugés sur une lame (750
tours/min., 3 min., cytospin, Shandon Scientific, UK). Les cellules sont examinées a 1’aide
d’un microscope optique équipé pour la fluorescence. Les cellules viables apparaissent colorées

en vert et et les cellules non viables en rouge.

Lors des deux derniers isolements, des flots humains ont été implantés sous la capsule rénale de
souris miles athymiques (Swiss nu/nu, IFFA CREDO, France) afin d'évaluer la survie in vivo
des ilots greffés. Deux semaines apres la greffe, une néphrectomie était effectuée et une analyse
immunohistochimique du rein était réalisée apres fixation dans le liquide de Bouin et inclusion

en paraffine.

- 27 -



11.5.4. Fonction in vitro

L’évaluation fonctionnelle des préparations a été systématique a partir de I’isolement n°15. La
fonction sécrétrice des ilots a été évaluée in vitro & I’aide d’un test de stimulation par le glucose

(incubation statique).

Apres une nuit de culture, 20 ilots étaient manuellement recueillis sous une loupe binoculaire et
placés dans des inserts (porosité de 3,0l, Gibco BRL, France) dans des boites de pétri de 35
mm avec 2 ml de milieu de Kreb's Ringer Bicarbonate (KRB) contenant 0,6 g/l (3,3mM) de
glucose. Pour chaque pancréas, trois expériences ont été effectuées et la moyenne des résultats a
été prise en compte. Apres une période d'équilibration de 40 minutes dans l'incubateur a 37°C,
le milieu est changé et les ilots 2 nouveau plac€s en incubation. Apres 60 minutes, un
échantillon du milieu est prélevé pour déferminer la sécrétion basale des cellules. Le milieu est
alors retiré des puits qui sont ensuite rincés et a nouveau remplis avec 2 ml de KRB contenant
3,0 (16,7mM) (ou 5,0 = 25mM) g/l. Aprés 60 minutes, un échantillon est prélevé pour
déterminer la sécrétion stimulée des ilots. Les puits sont alors a nouveau vidés, rincés et remplis
avec 2 ml de milieu KRB contenant 0,6g/1 glucose. Apres 60 minutes, un échantillon est prélevé
pour contrdler le retour au niveau basal de la sécrétion des cellules. Aprés l'incubation statique,
les Tlots étaient remis en culture une nuit pour la mesure de l’'insuline totale cellulaire. Le
lendemain, apres deux lavages dans le Hanks sans sérum, les ilots étaient resuspendus dans de
I’eau distillée et soniqués. L’extraction de I'insuline était réalisée par addition d’un tampon
d'extraction (0,3% albumine bovine, 155mM NaCl, 1mM acide hydrochlorique) pendant une
nuit a 4°C. Aprés centrifugation, le surnageant était prélevé, et congelé jusqu'au dosage de
I’insuline totale. Les dosages d'insuline étaient effectués par le Service de Biochimie Clinique
du CHRU de Lille (Service de Médecine Nucleaire, Docteur D'Herbomez) avec des kits SB
INSI-5 de CIS biointernational (France) et B-Insuline (ERIA Pasteur, France), apres étalonnage

avec un test préliminaire sur chaque kit avec les étalons d'insuline humaine.
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II.6. Culture

Role du milieu de culture sur le fonctionnement a long terme des ilots humains a 37°C

La culture des ilots en suspension dans les milieux traditionnels entrainent une perte progressive
de la sécrétion d'insuline basale, la dégranulation des cellules B et une diminution du contenu
total en insuline ainsi qu'une augmentation de la consommation d'oxygene et de 1'oxydation du
glucose [135]. Le but de cette étude était de comparer la viabilité, et la fonction des ilots
humains cultivés durant 14 jours de culture a 37°C avec un milieu de culture conventionnel ou
dans un milieu défini sans sérum contenant une substitut du sérum (Ultroser G, Gibco BRL,

France).

Table 2 : Composition des milieux de culture

Milieu classique Milieu défini sans sérum (MSS)

CMRL 1066* CMRL 1066*

sérum de veau foetal 10% Ultroser G 2%

pyruvate 100mg/1 pyruvate 100 mg/
sélénium de sodium 6.7 mg/l
éthanolamine 2 mg/l
transferrine humaine 5.5 mg/l

* CMRL 1066 contenant du glutamate (0,075g/1), de I'hydrocortisone (0,01mM), nicotinamide
(10mM)des antibiotiques: streptomycine (100pg/ml), pénicilline (100U/ml), gentamycine (50
pg/ml), et un antifungique fungizone (1 pg/ml), de 'HEPES (25mM) et du bicarbonate de
sodium (2,4 mM). (Gibco BRL, France)

Apres I'isolement, les flots ont été cultivés pendant 3 heures dans du CMRL 1066 contenant
10% SVF dans des boites de culture non traitées (Falcon) puis recueillis sous une loupe
binoculaire. Ils ont été placés sur des inserts en polycarbonate (porosité 3,0u,Gibco BRL) dans
des plaques a 4 puits (40 lots d’un diametre moyen d'environ 150 W par puits) avec 1 ml de

milieu CMRL 1066 classique avec sérum, ou de milieu défini sans sérum (MSS). Apres 1, 3, 7

- 29 -



et 14 (20) jours, la sécrétion dynamique d’insuline, la biosynthése d’insuline et I’insuline totale
contenue dans les ilots ont éé évaluées. La sécrétion d’insuline a é# éwdiée au cours
d’épreuves d’incubation statique, (voir technique ci-dessus) réalisées avec 4 puits d'ilots pour

chaque milieu.

Pour la biosynthese de 1’insuline (technique de Y. Mullen), a I’issue de I’incubation statique les
ilots étaient transférés dans des microtubes et lavés a trois reprises avec de la solution de
Hanks. Apres addition de 70 pl de milieu de culture MEM sans leucine (ICN, France)
contenant 10% de sérum de veau foetal et 50 uCi/ml de L-(4,5-3H) leucine, les ilots étaient
cultivés pendant 18 h & 37°C dans une atmosphere & 95% d’air et 5% de CO2. Les flots étaient
alors ringés avec de la solution de Hanks, soniqués pendant 10 sec dans 0,3 ml d’eau distillée et
centrifugés pendant 30 minutes (3000g) a 4°C. 70 ul du surnageant €taient prélevés et ajoutés a
70 ul d'un anticorp anti-insuline de porc (ERIA Pasteur, France) dont la capacité totale de
liaison est de 'ordre du ng d’insuline, avec 0,5 ml de solution tampon d'immunoprécipitation
(CIS biointernational, France) et incubés durant 12 heures & température ambiante. Apres
centrifugation (3000g, 30 minutes) et €limination du surnageant, le précipité contenant les
complexes immuns insuline-anticorps était rincé a deux reprises avec de 1’eau distillée puis
resuspendu dans 0,5 ml de KOH (0,5M) a 37°C pendant deux heures pour la mesure de la
radioactivité. La biosynthése totale de protéines était estimée par la mesure de la radioactivité
dans un échantillon de 70 ul d’homogénat aprés précipitation par de 1’acide trichloroacétique

(5%).

L’insuline totale était mesurée avec une technique RIA dans un échantillon de 10 pl de
I’homogénat aprés extraction préalable par 40 pl de tampon d'extraction 2 4°C pendant 12
heures (voir ci-dessus) . L’ADN était mesuré sur un échantillon de 80 pl de I'homogénat par
une technique fluorophotométrique[136]. La viabilité des ilots était évaluée de fagon semi-
quantitative par la fluorescence aprés coloration avec le diacétate de fluorescéine et I’iodure de

propidium.
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IL7. Expression des résultats et statistiques

Les résultats sont exprimés sous la forme de la moyenne et leur dispersion sous la forme de
I’erreur standard de la moyenne ou d’intervalles de confiance sauf précision contraire. Les
comparaisons entre deux groupes ont €t€ effectuées a I’aide d’un test t de Student bilatéral non
apparié et les comparaisons entre plus de deux groupes a 1’aide d’un test de Fisher aprés une
analyse de type ANOVA. Les calculs ont été réalisés a I’aide d’un logiciel de statistiques[137]

sur un micro-ordinateur.
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III. RESULTATS

II1.1. Evaluation quantitative

Les résultats de I’ensemble des isolements d’ilots humains sont résumés dans la Table 3. Entre
juin 1993 et juin 1995, 39 isolements d'ilots humains ont été effectués. Les donneurs (17
femmes et 22 hommes) étaient gés en moyenne de 34,7(2,1) ans avec des extrémes de 14 ans
a 59 ans. La totalité du pancréas n’a pu étre prélevée que dans 17 cas et le poids moyen du
pancréas utilisé pour I’isolement était de 55,8(3,1) g. La durée moyenne de I'ischémie froide

était de 9,3(1) heures et variait de 1 a 32 heures.

Le temps nécessaire pour la digestion du pancréas était en moyenne de 41,7(2,3)minutes et a
varié de 22 a 93 minutes. Le rendement moyen apres la digestion était de 335 617(30 189) ilots
et 231 820(20 724) IE avec des extrémes de 14 720 ilots (44 896 IE) et de 738 400 ilots (557
453 IE). Apres la purification, le rendement moyen était de 228 073(24244) ilots et 132 577(12
272) IE avec des extrémes de 10 000 ilots (8 000 IE) et de 586 000 ilots (335 500 IE). L’indice

d’isolement moyen était de 71(32)%

La table 4 représente la moyenne des résultats quantitatifs des isolements lorsque différents
critéres ont €té spécifiquement considérés. La technique du prélévement et en particulier ’'usage
de 1a solution Eurocollins ou de la solution UW pour la perfusion in situ ou flush du pancréas
n’a pas modifié de manicre significative les résultats de 1’isolement. L’allongement de la durée
de conservation au-dela de 12 heures a entrainé une diminution des résultats de la digestion
encore accentuée apreés la purification. L’injection de collagénase dans le canal de Wirsung
immédiatement apres le prélevement n’a pas modifi€é le nombre d’ilots obtenus aprés la
digestion mais a permis d’améliorer significativement les résultats de la purification. Lorsque les
donneurs étaient dgés de moins de 30 ans, le nombre total d’ilots obtenus apparaissait
légerement inférieur 2 celui obtenu chez les donneurs plus 4gés. L’injection de collagénase

immédiatement aprés le prélévement a permis d’améliorer significativement les résultats de la
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purification chez ces jeunes donneurs jusqu’a un niveau supérieur a celui des donneurs de plus
de 30 ans. Les résultats de I’isolement sont également apparus significativement dépendants du
lot de collagénase utilisé. Le lot n°33 a donné des résultats inférieurs aux deux autres apres la
digestion. L’efficacité de la purification et le taux de récupération des ilots obtenus avec le lot
n°25 était significativement inférieur a celui obtenu avec les deux autres lots. Si I’on considére
séparément les résultats des isolements effectués au cours de la premiere et de la deuxieme
année, I’expérience acquise s’est traduite par une amélioration significative des résultats, en

particulier lors de la purification.
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Table 2 : Résultats quantitatifs de 1’isolement des ilots de Langerhans a partir de 39 pancréas humains consécutifs

Age  Ischémie Poids Digestion Purification Indice
froide  du pancréas d’isolement

(h) 3] ilots IE ilots/g IE/fg  durée(min) flots IE tlots/g IE/g rendement (%) (%)
1 24 13 68 316920 416024 4661 6118 50 144800 121397 2129 1785 29 84
2 47 14 93 419760 481008 4075 4670 56 165800 61253 1610 595 13 37
3 39 3 56 167580 250350 3047 4552 73 58400 28833 1062 524 12 50
4 24 9 45 213200 557463 4791 12527 60 97000 225425 2180 5066 40 232
5 58 6 46 100200 383710 2178 8342 29 44000 114933 957 2499 30 261
6 56 12 36 413400 264853 11483 7357 32 145600 103187 4044 2866 39 n
7 29 15 34 14720 44896 438 1336 93 10000 8000 297 238 18 80
8 40 24 63 260000 157833 4127 2505 40 152400 72840 2419 1156 46 48
9 29 32 60 421350 183027 7023 3050 36 358000 158967 5967 2649 87 44
10 22 13 50 352500 167833 7050 3357 41 152000 103200 3040 2064 62 68
11 24 10 35 195840 114528 5595 3272 26 109600 35173 3131 1005 31 32
12 39 8 65 501280 292895 7721 4506 28 254400 164800 3914 2535 56 65
13 24 20 59 78000 59367 1322 1006 52 46200 58800 783 997 99 127
14 59 12 45 89440 58251 1988 1294 49 47000 29867 1044 664 51 63
15 44 5 65 363950 157377 5599 2421 42 151900 94505 2337 1454 60 62
16 30 4 38 344400 179480 9063 4723 31 155000 64233 4079 1690 36 41
17 55 6 54 528000 265300 9778 4913 27 439500 205843 8139 3812 78 47
18 46 13 95 590400 232373 6215 2446 26 277400 146953 2920 1547 63 53
19 26 16 60 226100 108490 3768 1808 50 243900 120630 4065 2011 111 50
20 48 4 80 495900 255487 6199 3194 29 502000 219567 6275 2745 86 4“4
21 24 9 93 186120 112332 2001 1208 38 387040 157291 4162 1691 140 41
22 23 9 24 215800 90267 8992 3761 22 356000 162400 14833 6767 180 46
23 20 5 70 396720 295184 5667 4217 36 401200 230287 5731 3290 78 57
24 21 5 30 287000 155390 9567 5180 44 300820 148106 10027 4937 95 49
25 14 2 45 164640 236115 3659 5247 40 84000 155733 1867 3461 66 185
26 53 8 59 417600 311880 7078 5206 34 586000 335500 9932 5696 108 57
27 26 2 35 94320 68207 2695 1949 62 70400 34773 2011 994 51 49
28 30 1 32 93800 86380 2931 2699 53 315000 137400 9844 4294 159 44
29 44 5 55 249750 113625 4551 2066 4 134000 50100 2436 911 44 37
30 30 6 49 716300 339171 14618 6922 33 193500 102690 3949 2096 30 53
31 39 8 86 607200 406960 7060 4732 43 159000 149033 1849 1733 37 94
32 18 9 28 673200 358270 24043 12795 30 426000 183233 15214 6544 31 43
33 30 7 40 352053 273160 8801 6829 30 203000 219367 5075 5484 80 108
k3 26 12 49 318500 202183 6540 4152 41 275000 169233 5647 3474 84 61
35 19 5 41 159600 99433 3893 2425 43 105000 48467 2561 1182 49 46
36 47 9 69 305280 218208 4424 3162 58 236000 146167 3420 2118 67 62
37 40 8 69 738400 384110 10701 5567 34 415000 186967 6014 2710 49 45
38 28 9 70 418000 213200 5971 3046 30 134000 90733 1914 1296 42 68
39 57 4 84 601847 446385 7165 5314 36 559000 324633 6655 3865 72 58
moyenne  34.7 9.3 55.8 335617 231820 6319 4355 41.7 228073 132577 4449 2575 64.3 mn
e.s.m 2.1 1.0 3.1 30189 20724 672 424 2.3 24244 12272 568 273 6.1 8
min 14 1 24 14720 44896 438 1006 22 10000 8000 297 238 12 32
max 59 32 95 738400 557463 24043 12495 93 586000 335500 15214 6767 180 261
95%inf 305 1.3 49.6 274501 189865 4959 3496 37 178993 107733 3298 2021 52 55
95% sup 389 11.3 62 396733 273775 7680 5215 46 277153 157420 5600 30129 76.6 87
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Table 4 : Résultats de I’isolement des ilots de Langerhans & partir de 39 pancréas
humains.

Digestion Purification
n IE x10° IE /g IE x10° IE /g rendement (%)

Total 39 232(21)  4355(1006) 133(12)  2575(273)  64(12)
Expérience

1°* année 19 230(33)  4221(653) 101(14)  1850(278)  51(6)

2™ année 20 233(26)  4483(563) 162(18)"  3264(414)  73(9)°
Liquide de perfusion in situ

Eurocollins 26 222(26)  3959(551) 129(16)  2367(360)  65(8)

Liquide UW 13 231(39)  4861(839) 12421)  2657(483)  58(8)
Ischémie froide

<12 h 27 247(24)  4843(537) 149(16)  2977(349)  63(7)

>I12h 12 198(40) 3258(575) 96(15)>  1670(287)°  58(9)

Injection immédiate de collagénase (IIC)

sans 23 242(29) 4190(543) 118(16)  2027(286)  53(6)

avec 16 217(30) 4593(695) 154(18)  3363(468)*  74(10)
Age

>30 ans 14 266(29) 4227(520) 13(22)  2080(381)  52(7)

<30 ans 9 203(57) 4133(1180) 99(22) 1945(457)  57(11)

<30 ans + IIC 14 205(33) 4626(788) 152(21)  3499(526)°  77(12)
Lot de collagénase

lot 25 7 342(65)° 6414(1330)" 95(27) 1939(648)  26(4)°

lot 33 22 176(18) 3345(324) 130(15)  2542(342)  75(8)

lot 91 9 289(39)" 5335(1041)° 169(26)  3156(625)  57(6)

]

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne(esm). a : p<0.01 (test ¢ de student, bilatéral et non
apparié). b : p<0.05 (test ¢ de student, bilatéral et non apparié). ¢ : p<0.05 (test de fischer) vs <30 ans . d :
p<0.05 (test de fischer) vs lot 33
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II1.2.Test de purification

Le gradient test a permis une estimation rapide et précise de la densité des ilots et du tissu
exocrine pour chaque manipulation (Planche 2). Au cours de 16 isolements consécutifs (voir
publication en annexe), I’ensemble des couches du gradient test recueilli et leur pureté a été
estimée de manieére semi-quantitative en microscopie inversée. Nous avons confirmé que la
dithizone ne modifiait pas la densité des ilots en effectuant deux gradients en paralléle avec ou
sans coloration préalable par la dithizone. Dans la plupart des cas, une des interfaces
(1.051/1.081 dans 9 cas sur 16 et 1.081/1.091 dans 4 cas sur 16) contenait des filots dont la
pureté était supérieure a 90% (Planche 3B-C). De plus, cette interface contenait plus de 75 % du
nombre total d’ilots récupérés apres la purification. Les ilots restants €taient souvent encore
enchéssés dans l'exocrine et se trouvaient généralement a l'interface de 1.081/1.091 (11 cas sur
16) avec une pureté variable entre 5 et 75%, rarement & l'interface 1.091/1.096 (6 cas sur 16)
avec une pureté inférieure a 30%, et dans deux cas seulement sur 16 isolements & I'interface
1.096/1.104 avec une pureté inférieure a 10 (Planche 3D). Les interfaces entre la solution de
Hanks et le 1.037 et 1,037/1,051 contenaient du tissu adipeux et des fragments canalaires,
vasculaires ou lymphatiques de faibles densités mais jamais d’ilots. Dans trois cas ou la digestion
était médiocre (patients 4gés de 24 ans et 29 ans et un patient atteint de pancréatique chronique),
les 1ilots n’apparaissaient pas libérés du tissu exocrine et aucune couche ne contenait
exclusivement les ilots et le rendement final était toujours inférieur 2 60 000 IE. Pour la
purification de 1’ensemble de la préparation, la couche de s€paration et la couche supérieure ont
été choisies en fonction des résultats du gradient afin d’assurer une pureté au moins égale a 75
%. ’La couche de séparation était 1.091 dans 8 cas, 1.081 dans 5 cas et 1.096 pour trois
isolements. La couche supérieure était 1.051 sauf pour deux exceptions (1.081). La réalisation
de ce test nous a permis de sélectionner pour chaque pancréas les couches de séparation utilisées

pour la purification des ilots dans le séparateur de cellules (Planche 4A).
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II1.3. Evaluation qualitative
II1.3.1. Viabilité

L’exclusion du bleu trypan et la coloration par le rouge neutre a permis de montrer la viabilité des
ilots apres I’isolement. En lumiere fluorescente et apres coloration par le diacétate de fluorescéine
et 'iodure de propidium les ilots présentaient une coloration verte homogéne avec seulement

quelques cellules périphériques, souvent dissoci€es, colorées en rouge (Planche 4B).

Deux semaines apres transplantation sous la capsule rénale chez la souris nude, la morphologie
des ilots humains apparaissait conservée (Planche 4C). L’analyse en immunohistochimic a

confirmé la présence d’insuline.
I11.3.2. Morphologie,

Lorsqu’elle a été réalisée sur trois coupes adjacentes (Planche 5), I’analyse immunohistochimique
a confirmé la prédominance des cellules B contenant de l'insuline au sein des ilots, ainsi que la
présence de cellules o contenant du glucagon réparties plutét a la périphérie des ilots et de

cellules & contenant de la somatostatine, moins nombreuses et disséminées au sein des ilots.

II1.3.3. Fonction des ilots

La sécrétion in vitro d’insuline a €t€ mesurée pour chacun des pancréas lors des 19
derni¢res manipulations. Les résultats sont rapportés dans la Table 5 . Les indices de
stimulation variaient selon les pancréas entre 1,4 et 13,9 (en prennant en compte les 3-
4 puits par manipulation) et sa valeur moyenne était de 4.58(0.4). Lorsque la moyenne
des sécrétions basales avant et apres la stimulation était prise en compte pour le calcul,
la valeur moyenne de l'indice de stimulation des ilots, 4.42(0.6), n’était pas

significativement modifiée.
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Table 5 : Indice de stimulation des ilots humains aprés une nuit de culture au cours

d’une incubation statique avec du glucose & 3,0g/L (16.7 mM) ou 5,0 g/ (25,5 mM).

n° Indice de stimulation (5 g/)
15 1,6
16 1,5
17 7.1
18 8,1
19 6,7
20 1,6
21 7.3
22 38
moyenne 4.7
esm 1,03
° Indice de stimulation (3 g/1)
23 2
24 2,1
25 5,6
26 3.1
28 2,6
29 36
32 5.1
33 2,5
34 2.9
35 -
36 3,6
37 2,1
moyenne 3.2
esm 04
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IIL.4. Culture des ilots

La fonction des ilots au cours de la culture dans le milieu CMRL 1066 classique est représentée
dans la Figure 1. Jusqu'au 3¢me jour de culture, l'indice de stimulation de la sécrétion d'insuline
par les 1lots était identique et égal a environ 3,2. Le retour de la sécrétion d'insuline & son niveau
de base apres l'interruption de la stimulation démontre le caractére spécifique de la réponse des
ilots & la stimulation par le glucose. La sécrétion d'insuline restait stimulable par le glucose
(p<0,05, 16,7 mM vs 5,5 mM) pendant la premiére semaine. La valeur de l'indice de stimulation
était diminuée de 20% apres 7 jours. Apres 14 jours de culture dans le CMRL 1066 contenant du
SVF (10%) les ilots ne répondaient que faiblement au glucose (35%3,8uU/20 ilots/heure vs
48,115,2 apres stimulation, p>0,05, 16,7 mM vs 5,5 mM) ).

insuline (nU/ml)

500 *
400

1 3 7 14  jours

Figure 1 : Sécrétion d'insuline par les ilots humains au cours d’une épreuve de stimulation par
le glucose (incubation statique) réalisée aprés 1, 3, 7 et 14 jours de culture dans le CMRL 1066
en présence de sérum de veau foetal (10%). Les ilots ont été incubés pendant 3 heures dans du
miliew Krebs Ringer Bicarbonate contenant du glucose (3,3mM pendant 60 min., 16,7mM
pendant 60 min. puis 3,3mM pendant 60 min). Moyenne (esm) de 8 manipulations. *: p<0,01,
test de fisher, 16,7 mM vs 3,3 mM.
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Dans le milieu sans sérum (MSS), la stimulation des flots par le glucose était similaire a celle
obtenue dans le milieu classique au cours des 3 premiers jours de culture (Figure 2), avec un
indice de stimulation d'environ 3,3. Aprés une semaine, l'indice de stimulation diminuait
légérement mais la sécrétion d'insuline restait stimulable par le glucose méme apres 20 jours
(p<0,05, 16,7 mM vs 5,5 mM). La figure 3 compare les indices de stimulation de la sécrétion
d'insuline pour les deux milieux. Dans le milieu classique les ilots n'apparaissaient pratiquement
plus stimulables aprés 14 jours (indice de stimulation : 1,3). Au contraire aprés 14 jours de
culture dans le MSS, l'indice de stimulation était significativement plus élevé (3,1, p<0,05 vs
milieu classique). Apres 20 jours de culture, les ilots restaient stimulables et 1'indice de sécrétion
étaient encore égal & 2,4. Le contenu total en insuline représenté dans la Figure 4 diminuait
également moins vite dans le MSS que dans le milieu classique. Cette différence n’était pas
significative aprés 14 jours de culture. Aprés 20 jours, les ilots cultivés dans le MSS contenaient

encore 50% de leur taux initial d'insuline.

Quelque soit le milieu utilisé et la durée de la culture, le rapport entre la biosynth¢se d’insuline et
celle des protéines totales €tait compris entre 15 et 25%. La biosynthese d'insuline (Figure 5A) en
milieu classique augmentait 1égérement apres 3 jour de culture. Cependant, elle diminuait de 30%
apres 7 jours (365+85 dpmyilot) et de 55% apres 14 jours (225+29) de culture, respectivement
en milieu classique par rapport au ler jour (497+108). La biosynthésé d'insuline en milieu sans
sérum augmentait apreés 3 jours de culture (805+189 dpmy/ilot) par rapport au ler jour (481+66) et
restait stable durant les 14 jours. Les différences apparentes entre le milieu classique et MSS
apres 7 et 14 jours n'étaient pas statistiquement significatives (365+85 vs 805+175, p=0,057 a4 7
jours et 225+29 vs 799+331, p=0,14 a 14 jours). La biosynthe¢se des protéines était toujours
plus élevée dans le milieu sans sérum que dans le milieu classique, cependant ces différences
n'étaient pas significative. Apres 14 jours de culture la biosynthése des protéines a diminué de
50% des valeurs initiales aprés 1 jour quelque soit le milieu (CMRL +SVF 1885+417 vs
930+151 et MSS 2563+559 vs 1438+331). La biosynthése d'insuline apres 14 jours en MSS
était supérieure a celle observée en milieu classique cependant ces différences n'étaient pas

significatives.
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Figure 2: Sécrétion d'insuline par les flots humains au cours d’ une épreuve de stimulation par le
glucose (incubation statique) réalisée apreés 1, 3, 7, 14 et 20 jours de culture dans un milieu défini
sans sérum (MSS). Les ilots ont été incubés pendant 3 heures dans du milieu Krebs Ringer
Bicarbonate contenant du glucose (3,3mM pendant 60 min., 16,7mM pendant 60 min. puis
3,3mM pendant 60 min). Moyenne (esm) de 8 manipulations. *: p<0,01, test de fisher, 16,7 mM
vs 3,3 mM.

Indice de stimulation

O CMRL+SVF
4 mMSS
*
3
2
1
1 3 7 14 20  jours

Figure 3: Indice de stimulation de la sécrétion d’insuline au cours d’ une épreuve d’incubation
statique (sécrétion stimuléelsécrétion basale) par les ilots humains cultivés dans un milieu défini
sans sérum (MSS) ou du CMRL 1066 en présence de sérum de veau foetal (10%). Les ilots ont
été incubés pendant 3 heures dans du milieu Krebs Ringer Bicarbonate contenant du glucose
(3,3mM pendant 60 min., 16,7mM pendant 60 min puis 3,3mM pendant 60 min). Moyenne
(esm) de 8 manipulations. *: p<0,05, test t de student CMRL+SVF vs MSS.
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Figure 4: Insuline totale contenue dans les flots humains cultivés dans un milieu défini sans
sérum (MSS) ou du CMRL 1066 en présence de SVF (10%). Moyenne (esm) de 8
manipulations.

Biosynthése d'insuline(dpm/ilot)

jours

1500 =
[ CMRL + SVF
Ml Mss
1000 |-
500 [~
0
1 3 7 14  jours
Biosynthése des protéines (dpm/ilot)
4000 ] CMRL+SVF
Hl Mss
3000 |-
2000 |-
1000 |-
o -
1 3 7 14 jours

Figure 5: (A)Biosynthése de I'insuline et (B) biosynthése des protéines totales par les flots
humains cultivés dans un milieu défini sans sérum (MSS) ou du CMRL 1066 en présence de
sérum de veau foetal (10%). Moyenne (esm) de 4-5 manipulations. P>0,05, test t de student
CMRL+SVF vs MSS.
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IV. DISCUSSION

IV.1. Isolement

Les pancréas humains prélevés chez des donneurs en état de mort cérébrale représentent
aujourd’hui la seule source de tissu sécrétant de I’insuline disponible pour la transplantation et le

traitement des diabétiques de type 1.

IV.1.1. Rendement

La difficulté de I'isolement sélectif des ilots de Langerhans & partir du tissu pancréatique humain
est longtemps restée le principal facteur limitant du développement de ’application clinique de la
greffe d’ilots. Des 1967, chez le rongeur, la digestion par la collagénase a permis la libération des
ilots intacts et fonctionnels du tissu exocrine{84]. L’importance des connexions liant le tissu
exocrine et les 1lots ainsi que la présence et la nature (fibres collagenes, de protéoglycanes et de
glycoprotéines) d’une matrice extra-cellulaire autour des ilots dépendent largement de 1’espece
considérée[138]. Chez certains grands mammiféres comme le chien, les ilots sont nettement
distincts du tissu exocrine, entourés d’une capsule[138] ; leur isolement n’apparait pas beaucoup
plus difficile que chez le rongeur et il a été maitrisé des 1981[90]’. Chez I’homme, par contre, les
ilots sont peu encapsulés et ils apparaissent étroitement connectés au tissu exocrine[138,139].
L’amélioration et le raffinement progressifs des procédés de digestion du pancréas par la
collagénase et des techniques de purification des ilots ont cependant permis d’amener les résultats
de l'isolement des ilots humains jusqu’a un niveau compatible avec les impératifs de la
transplantation clinique. La description récente par Ricordi d’une méthode awomatisée de
digestion enzymatique a permis sans en modifier le principe de simplifier la technique d’isolement
des ilots humains et d’en améliorer la reproductibilité[44]. Cette technique a été rapidement
adoptée par la plupart des laboratoires et a permis a une dizaine d’équipe d’obtenir des résultats
similaires. La table 6 reprend les résultats de I'isolement des ilots humains rapportés dans la

littérature (seules les études décrivant les résultats d’une série d’isolements consécutifs ont été
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prises en compte). Malgré les progres enregistrés, les résultats obtenus avec la technique
d’isolement automatisée couplée a la purification en gradient de densité dans le séparateur de
cellules ne permettent de recueillir que 20 a 50% (environ 100 a 200 000 équivalents d’ilots de
150u de diametre) des ilots présents dans le tissu pancréatique. De nombreux progres restent a

accomplir pour améliorer les résultats de I’isolement des ilots humains.

Le premier obstacle est la grande variabilité des résultats d’un isolement a un autre. Dans notre
expérience comme pour la plupart des auteurs, ils ont varié d’un facteur 1 & 10 en fonction des
pancréas. Différents facteurs peuvent expliquer cette importante variation. La détermination et la
maitrise de ces facteurs permettront probablement d’améliorer encore les résultats de 1’isolement

des 1lots humains.
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Table 6. Résultats de 1’'isolement des ilots humains dans la littérature

Apres digestion

Equipe ammée n  méthode® flots x10° dlots/g IEx10° IE/g indice d’isolement
Saint-Louis[58] 1987 9 MNA 200 3492 - - -
Edmonton[98] 1988 20 MNA 130 1721 - - -
Saint Louis[44] 1988 10 MA 276 3917 - - -
Leicester[100] 1990 20 MNA 131 2394 - - -
Edmonton[140] 1991 19 MNA 365 5300 - - -
Saint-Louis{129] 1991 24 MA 335 5733 380 6403 1,13
Barcelone[141] 1992 41 MA - - 5831 -
Milan[142) 1993 22 MA 291 5490 307 5801 1,05
Edmonton[143] 1994 19 MA - - 324 4240 -
Leicester[144] 1994 14 MA - - 434 4914 -
Paris[145] 1994 15 MA - 2775 . - -
Minneapolis[146) 1994 15 MA 386 5991 208 3178 0,53
Geneve[147) 1995 29 MA 283 4304 - - -
Apres purification

Equipe année n  méthode” ilots x10° dlots/g IEx10’° 1IE/g  pureté (%) rendement (%)
Oxford[91] 1984 10 F 44 1011 - - 28 -
Saint-Louis[58] 1987 9 F 125 2180 - - 60-90 63
Saint Louis[44] 1988 10 F 164 2279 - - 78 40-60
Edmonton[97] 1989 10 F 161 - - - 20-90 -
Paris{148] 1990 40 M - 1500 - - 95 -
Oxford[149] 1990 6 F - 2340 - - - 40
Saint-Louis°[129] 1991 24 EF 269 4586 271 4563 90 70
Edmonton{140] 1991 19 EF 155 2250 - 45-75 42
Barcelone[141] 1992 41  SA/C - - - 2044 10-90 29
Milan®[142] 1993 22  EF/C 159 3014 189 3634 61 62
Edmonton°[143] 1994 19 EF/C - - 200 2800 - 62
Minneapolis’[146] 1994 15 EF 119 - - - - -
Los Angeles[150] 1994 104 EF/C 147 3205 152 3293 78 -
Paris[145] 1994 15  F/C - 1643 - - - 59
Omaha[151) 1994 7  EF/C 264 4687 75 1302 53 -
Philadelphia{152] 1994 23  EF/C - - 110 2453 74 -
Chicagof153] 1994 50 EF/C - - 300 . 73 -
Giessen’[154] 1994 21 N/C - - - 3817 84 -
Pittsburgh®{155] 1994 8  EF/C - - 200 - 68 -
Gengve[147] 1995 29 EF/C 85 1278 - - 59 -

T —

a: type de méthode utilisée pour la digestion du pancréas (MNA : méthode non automatisée. MA : méthode
automatisée). b : méthodes utilisées pour la purification, type de gradient utilis€ (F : Ficoll. EF : Euro-Ficoll, SA :
sérum albumine bovine. N : Nicodenz), utilisation d’un séparateur de cellules (C), purification manuelle (M). ¢ : équipe
ayant obtenu la guérison d’un ou plusieurs patient(s) diabétique(s) de type 1 par la greffe d’ilots.
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IV.1.2. Caractéristiques des donneurs

Les caractéristiques cliniques des donneurs sont probablement déterminantes. Bien qu’il soit
encore difficile de dégager des certitudes en raison du nombre limité de pancréas étudiés,
plusieurs facteurs semblent jouer un rdle important. L.’4ge du donneur est souvent apparu comme
un facteur limitant [153] en particulier lorsque les pancréas sont conservés durant plusieurs
heures en hypothermie[142]. Chez ’homme comme chez le porc[156], la matrice de collagene
entourant les ilots augmente et les contacts directs entre les ilots et le tissu exocrine diminuent
avec 1’age[157]. En l’absence de précautions particulieres (voir ci-dessous) les pancréas
provenant de jeunes donneurs sont plus lentement et plus difficilement dissociés au cours de la
digestion enzymatique. La dissociation des ilots du tissu exocrine est rarement complete et le
rendement obtenu lors de la purification est inférieur (table 4). L’existence de pathologies
associées (éthylisme et pancréatite chronique), d’une hyperglycémie, I’index corporel, la durée et
les conditions de la réanimation du donneur ou les circonstances de sa mort semblent également

jouer un réle{150].

IV.1.3. Conditions du prélévement.

Le prélévement du pancréas est généralement effectu€ au cours d’un prélevement multi-organes
dont le principe impose la réfrigération in situ des organes par la perfusion artérielle d’une
solution réfrigérée a 4°C. Le prélévement du pancréas avant la perfusion in situ est difficile sur le
plan pratique et s’accompagne inévitablement d’une période d’ischémie chaude particuliérement
délétere pour le pancréas. Bien que cette procédure ait parfois été jugée préférable chez
I’animal[158], ces résultats ne se sont pas confirmés chez ’homme[143,146,159] et la perfusion
in situ est unanimement utilisée. La solution employée pour la perfusion in situ est le plus
souvent une solution de type intracellulaire (riche en potassium) contenant des anions
imperméants voire un colloide (amidon ou polyéthyléne glycol) afin de diminuer I’oedéme
cellulaire induit par I’hypothermie[160]. Dans no&e étude, la perfusion aortique de la solution de

conservation la plus courante (Eurocollins) ou d’une solution contenant de 1’hydroxy-éthyl
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d’amidon (solution UW) n’a pas modifié significativement les résultats de 1’isolement ni de la
purification, confirmant les résultats préliminaires de 1I’équipe d’Edmonton[161]. L’usage de la
solution UW entraine par contre, un allongement du temps de digestion et une augmentation de la
concentration de collagénasé nécessaires pour la digestion[144]. Cependant lorsque la durée
prévisible de la conservation hypothermique dépasse 6 heures, les résultats de plusieurs études
chez I’animal[162,163] et chez I’homme[118,142,164] semblent justifier le surcoit entrainé par

’'usage de la solution UW,
IV.1.4. Conservation hypothermique du pancréas

La durée de la conservation est un facteur déterminant pour le succés de I’isolement. Dans notre
étude comme dans la littérature, les résultats quantitatifs diminuent significativement avec
P’allongement de la durée de conservation[150,152,153,164], confirmant les résultats observés
chez I’animal[162,165]. Dans la plupart des cas, les pancréas humains doivent étre conservés
durant plusieurs heures avant l'isolement ; I’hypothermie a 4°C permet de réduire le métabolisme
cellulaire et 1a consommation d’oxygene et limite les conséquences de I’ischémie. L’hypothermie
s’accompagne cependant d’une réduction de I’activité de la pompe sodium/potassium et entraine
un oedéme cellulaire plus ou moins réversible[166]. Dans le pancréas, cette ischémie froide est
particulicrement délétere pour l'épithélium canalaire[167]. L'intégrité de l'arbre canalaire est
nécessaire pour assurer une bonne diffusion au sein du tissu pancréatique de la solution de
collaéénasc lorsqu’elle est injectée dans le canal de Wirsung. La souffrance canalaire induite par
I’hypothermie pourrait expliquer I’action néfaste de la conservation sur l’isolement[167].
Munn[162] chez le chien et Ozhato chez le rongeur{167] ont décrit l'intérét de 1'injection canalaire
d'une solution de conservation contenant de la co’llagénasc préalablement & la conservation
hypothermique du pancréas. Cette technique s'est révélée également utile chez 1'homme[48,168]
en particulier pour les pancréas de jeunes donneurs[142] chez lesquels I'efficacité de la digestion
enzymatique par la collagénase est diminuée[169]. Dans notre étude, I'injection immédiate de
collagénase a permis une meilleure dissociation des ilots du tissu exocrine; La diminution des
fragments exocrines encore partiellement attachés aux filots a permis une augmentation

significative de leur récupération lors de la phase de purification particuliérement sensible avec les
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pancréas de jeunes donneurs (table 4). Parallélement a la diminution des résultats quantitatifs de
I’isolement, I’allongement de la durée de conservation s’accompagne d’une diminution de la
fonction des ilots[161,164] et prolongée au dela de 16 heures, elle s’accompagne d’une perte de
leur viabilité[150]. En clinique, aucun patient n’est devenu insulino-indépendant aprés une
transplantation avec les ilots d’un pancréas conservé plus de 8 heures[67]. La conservation du
pancréas avant 1’isolement ne semble donc pas devoir étre prolongée au dela de 12 heures[43]. La
température idéale de conservation reste & déterminer et une étude expérimentale chez le rongeur
suggere qu’une conservation a 7°C voire 10 °C serait favorable pour la fonction des ilots[165]. Le
tissu exocrine est plus sensible & 1’action de I'ischémie froide{170] et sa souffrance entraine la
libération d’enzymes protéolytiques toxiques pour les ilots, dont I’inhibition pourrait diminuer les

conséquences de la conservation[171].
IV.1.5. Collagénase

La qualité et 1’activité, variable selon les lots, de la collagénase est probablement un facteur
déterminant pour le succes de I'isolement des ilots humains[172]. Dans notre expérience comme
dans la littérature[89,150], le lot de collagénase utilisé est apparu significativement corrélé aux

résultats de la digestion et de la purification.
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IV. 2. Purification
IV.2.1. Technique

De nombreuses techniques ont ét€ décrites pour séparer les ilots du tissu exocrine & 1’issue de la
phase de digestion. La séparation isokinétique par élutriation [114,173] qui sépare les particules
en fonction de leur taille ne semble pas satisfaisante pour la purification des ilots dont la taille
varie de S0u 2 + 500u n’est pas différente de celle des particules exocrines dissociées. Les
techniques utilisant des caractéristiques spécifiques des cellules endocrines (affinité pour certains
colorants ou antigénes de surface spécifiques) permettraient en théorie d’obtenir les meilleurs
résultats. Elles comprennent la séparation automatisée des ilots grice a la cytofluorométrie de
flux[115,174], la séparation magnétique a l'aide de microbilles recouvertes d'anticorps anti-
acineux[175,176] ou de lectines spécifiques du tissu exocrine[116]et la destruction spécifique par
le laser du tissu exocrine marqué par des lectines[177]. Cependant, ces techniques décrites le plus
souvent chez le rongeur se heurtent chez I’homme ou les grands mammiféres & un facteur limitant
d’ordre quantitatif qui, pour I'instant, semble difficile 2 surmonter. Chez 'homme, la technique
ayant permis d'obtenir les meilleurs résultats est la séparation isopycnique par centrifugation en
gradient de densité. De nombreux types de gradients ont été décrits et utilisés pour la purification
des ilots comme le sucrose[85] le Ficoll[86], le dextran[178], 1'albumine[179] le Percoll[58],
I'Hypaque-Ficoll[180], le Metrizamide{181], et le Nycodenz[173]. Chez I’homme, la
conservation hypothermique est inévitable et 1'ischémie froide s’accompagne d’un oedéme et
d’une souffrance cellulaire. En provoquant la dégranulation des cellules[170], cette souffrance
aboutit & la diminution progressive de la densit¢ du tissu exocrine pendant les phases
d’hypothermie au cours de I’isolement des ilots. L’utilisation de solutions hyperosmolaires dans
les gradients de densité est donc nécessaire pour lutter contre les conséquences de
I’hypothermie{110]. L’addition au Ficoll d’une solution de conservation de type Eurocollins et la
description de I’Euro-Ficoll [129] a permis d’améliorer significativement les résultats de la
purification des ilots humains. D’autres gradients hyperosmolaires & base de sérum-albumine

bovine[110] permettent d’obtenir des résultats équivalents. Il est également possible d’optimiser
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les résultats en limitant les conséquences de 1’hypothermie au cours de la conservation des
préparations entre la digestion et la purification. Le recueil et la conservation du digestat
pancréatique dans une solution de conservation type solution UW, qui a été décrit initialement
chez le chien[182] et le porc[183], améliorent significativement les résultats de la purification
ultérieure chez I’homme[184]. Cet effet bénéfique de la solution UW est dii a la présence d’un

anion imperméant, le lactobionate, et d’un agent colloide, I’hydroxy-éthyl d’amidon(185].

La description de I’utilisation d’un séparateur de cellules développé par IBM pour la séparation
des cellule sanguines (COBE 2991), pour la purification des ilots a facilit¢ et simplifié la
réalisation de la centrifugation[186]. La forme du sac de centrifugation diminue les effets de paroi
ou "wall effects" existant dans les tubes conventionnels. La récupération des interfaces peut
s’effectuer sans interrompre la rotation, évitant ainsi le “ swirling effect ” de la décélération.

L’utilisation de sacs a usage unique permet aussi de limiter les risques de contamination.

Les solutions d’Euro-Ficoll, d’albumine ou de Nycodenz peuvent également €tre utilisées sous
forme de gradients continus, facilement réalisés & partir de la solution meére et d'un solvant a
I'aide d’un dispositif automatisé (gradient maker)[110]. Le principal avantage des gradients
continus est la possibilité de placer les cellules a la partie supérieure du gradient. Les ilots sont
donc dans une solution de type physiologique a faible pression osmotique et leur contact avec la
solution de gradient a forte osmolarité peut €tre limité au minimum. Avec le séparateur de
cellules, le principe du chargement supérieur permet également la purification d’une plus grande
quantité de digestat au cours d’une seule manipulation. Avec un gradient discontinu, le séparateur
de cellules permet de purifier au maximum 15 a 20 ml de culot et la purification des ilots d’un
pancréas humain nécessite au minimum deux centrifugations. Cependant, les avantages
théoriques de cette technique sont nettement diminués en raison de I'inévitable agglomération des
cellules entre elles qui entraine de nombreux ilots avec le tissu exocrine vers les couches les plus

denses[110]. La majorité des équipes utilisent le gradient discontinu d’Euro-Ficoll (Table 6).
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IV.2.2. Variation des résultats

Parmi les éléments modifiant le rendement de la purification, la qualité de la dissociation des ilots
au cours de la digestion est certainement un facteur critique. Lorsque les 1ilots sont
incomplétement libérés et encore recouverts de tissu exocrine, ils sont retenus dans les couches
de densité plus élevée au cours de la centrifugation. Les résultats médiocres de la purification des
ilots observés chez nos jeunes donneurs, dont la dissociation enzymatique est difficile et chez qui
les ilots étaient rarement parfaitement libres, illustrent bien I’'importance de la digestion pour la
purification. Chez les patients atteints de pancréatite chronique, la digestion du pancréas est
possible et 'autotransplantation de préparations non purifiées a permis la prévention du diabete
apres pancréatectomie totale[41]. Par contre dans notre expérience, la purification des ilots chez
de tels patients est apparue particulicrement difficile. La pauvreté en granules de sécrétion du tissu
exocrine fibreux explique probablement la diminution de la densité du tissu exocrine et les faibles

résultats de la purification observée chez ces patients.

IV.2.3. Test de purification

Quelle que soit la technique ou la nature des gradients utilisés, les résultats de la purification
restent extrémement variables d’une manipulation a I’autre[110]. Cette difficulté de la purification
des ilots humains provient de la similitude des densité des 1lots (1.059) et du tissu exocrine (de
1.059 a plus de 1.074) mais surtout de la variation considérable d’un pancréas a 1’autre de la
densité du tissu exocrine[110] et du degré de dissociation des ilots obtenus par la digestion
enzymatique. En plus des conditions du prélevement[143,184], de la conservation du
pancréas[164] ou des propriétés des milieux utilisés pour I’isolement et la purification[184,185],
de nombreux paramétres non maitrisables comme les caractéristiques du donneur et I’existence de
pathologies associées, les conditions de la réanimation ou le degré de dégranulation des cellules
acineuses peuvent faire varier la densité et la dissociation des tissus exocrines et endocrines[187].
La détermination des caractéristiques optimales du gradient pour chaque manipulation apparait

indispensable pour optimiser les résultats de la purification des ilots humains[188]. Les tests déja
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décrits apparaissent cependant difficiles a utiliser dans le contexte de 1’isolement des ilots humain
et de la transplantation. La majorité des équipes ayant transplanté des patients diabétiques utilisent
donc la purification dans un gradient discontinu d’Euro-Ficoll avec trois ou quatre couches
constantes, 1.108/1.091/Hanks[47] ou 1.108/1.096/1.037/Hanks[48,51,101,110] et recueillent
respectivement les ilots dans les interfaces 1.091/Hanks ou 1.096/.1.037. La pureté¢ des
préparations obtenues varie de 95% a moins de 25% et dans de nombreux cas, cette technique
entraine une contamination importante par ’exocrine qui n’augmente que trés faiblement le
nombre d’ilots recueillis. Le test simple que nous avons décrit et dont la réalisation est
parfaitement compatible avec les conditions de I’isolement des ilots humains[189], permet de
moduler les caractéristiques du gradient pour chaque préparation et de privilégier la pureté ou le

rendement en fonction des besoins.

IV.2.4. Intérét de la purification

Méme optimisée, la purification induit la perte d’une partie non négligeable (25 a 50%) des 1ilots
présents apres la digestion. Elle est cependant jugée indispensable par la plupart des auteurs et la
quasi totalité des essais cliniques de greffe d’ilots chez le diabétiques ont été effectués avec des
préparations purifi€s. Trois objectifs expliquent ce choix : la diminution de I'immunogénicité des
flots[190], ’amélioration de I’'implantation au niveau du site receveur et surtout la réduction des
risques de ’injection intraportale des ilots. L’augmentation de 1'immunogénicité des préparations
non purifiées a été démontrée chez le rongeur[191], mais n’a pas été confirmée chez le gros
animal. C’est en fait la contamination par les cellules lymphocytaires et non le tissu exocrine lui
méme qui est responsable de cette accroissement de I'immunogénicité[192]. D’autre part les
cellules P isolées méme apres 1’élimination de tout les leucocytes passagers continuent d’induire
une réaction de rejet allogénique lors de la transplantation[193], probablement par 1’intermédiaire
de la voie indirecte de présentation antigénique[194]. I1 apparait donc surtout essentiel d’éliminer
tout fragment lymphatique lors de la dissection avant I’isolement du pancréas pour diminuer la

contamination des préparation par des cellules lymphoides[195]. La diminution de I’implantation
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des ilots lorsqu’ils sont greffés avec du tissu exocrine a ét€¢ démontrée chez le rongeur aprés
transplantation sous la capsule rénale[109] puis confirmée chez le chien[196]. Cependant, cet
effet délétere du tissu exocrine, dii probablement a la libération locale d’enzymes protéolytiques,
pourrait étre diminué dans un site d’implantation moins confiné. Les résultats de
I’autotransplantation de préparation non purifiées aprés pancréatectomie[41], semblent indiquer
que Deffet délétere du tissu exocrine est moins marqué apres injection intra-portale. Cependant
chez les patients atteints de pancréatite chronique le pancréas exocrine est atrophi€[197]. Les
résultats obtenus chez ces patients ne semblent donc pas directement transposables a la
transplantation de préparations allogéniques isolées a partir de pancréas de donneurs sains. Le
principal obstacle au développement de la greffe d’ilots non purifiés reste le risque de
complications mécaniques induit par I'injection d’un volume tissulaire important dans la veine
porte. L’autotransplantation intrahépatique d’une préparation non purifiée s’accompagne d’une
augmentation de la pression intra-portale. Elle peut parfois entrainer des troubles majeurs de
I'hémostase avec coagulation intravasculaire disséminée[106,198], infarctus mésentérique[41] ou
thrombose de la veine porte compliquée d’une insuffisance hépatique sévere et du déces de
certains patients[107]. Bien qu’elle ait permis la guérison d’un patient diabétique avec les ilots
d’un seul pancréas la greffe d’ilots allogéniques non purifi€s a également déja entrainé une
thrombose de la veine porte compliquée de rupture splénique (Gores P, Communication
personnelle, 1994) et une insuffisance hépatique sévere ayant nécessité une transplantation
hépatique[103]. Néanmoins le développement de nouveaux sites d’implantation offrant un
volume plus important comme la cavité péritonéale[199] pourrait remettre en cause la nécessité de

la purification des ilots aujourd’hui admise par la plupart des auteurs [195].
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IV.3. Evaluation de 1’isolement

Malgré la standardisation de 1’expression des résultats de I’isolement{133], I’évaluation de la
numération et de la pureté des préparations reste extrémement dépendante de I’observateur. Les
progres de I’'imagerie laisse prévoir la possibilité d’une quantification automatisée plus
reproductible[200]. L’obtention d’un nombre élevé d’ilots n’est pas toujours synonyme du succes
de I’isolement[150] et parall¢lement a I’évaluation quantitative, I’évaluation qualitative des
préparations est indispensable. Les colorations vitales développées pour d’autres types cellulaires
par le rouge neutre, le bleu trypan, ou des colorants fluorescents comme le diacétate de
fluorescéine, I’iodure de propidium ou 1’orange d’acridine ne permettent qu’une estimation semi-
quantitative de la viabilité des cellules. L utilisation de la microscopie confocale a été également
proposée pour affiner cette évaluation[201]. L’étude de 1a fonction des ilots et de leur sécrétion
d’insuline est indispensable. Plusieurs techniques de stimulation in vitro de la sécrétion de
I'insuline permettent de I’évaluer. La périfusion est la plus précise et permet 1’étude fine des
différentes phases de sécrétion de I'insuline en réponse a des concentrations croissantes de
glucose ou de divers agents stimulants (théophylline, arginine). Le retour de la sécrétion a sa
valeur de base a I’issue de la stimulation confirme son caractere spécifique. La fonction des ilots
est appréciée par la mesure de la quantité d’insuline sécrétée et le calcul d’un indice de stimulation
qui correspond au rapport de la sécrétion maximale sur la moyenne des sécrétions basales avant et
apres la stimulation. Nous avons opté comme de nombreuses autres équipes pour une technique
utilisant I’incubation statique des ilots avec différentes concentrations de glucose. Cette technique
plus simple refléte néanmoins de fagon satisfaisante la deuxiéme phase de la sécrétion d’insuline et
elle est utilisée par de nombreuses autres équipes (Table 7). Bien que les variations des
concentrations de glucose utilisées dans la solution de base (0,3 & 1 g/l) et lors de la stimulation (3
a 5g/1) limite la comparaison des résultats, les valeurs de 1’indice de stimulation obtenues dans

notre expérience sont similaires a celles rapportées dans la littérature.
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Table 7: Fonction in vitro des ilots humains dans la littérature.

Equipe Basal/Stim.* Type® Indice’
Edmonton[99] 05 5,0 P 7.1
Edmonton[97] 05 5.0 P 6
Saint-Louis[202] 06 30 P 55
Saint-Louis[44] 06 3.0 P 5
Milan[142] 06 3.0 P 4,5
Giessen[168] 0,5 3,0 P 2.8
Saint-Louis[58] 0,5 3,0 P 34
Edmonton[161] 0,5 5,0 P 3.7
Leicester{100] 03 45 IS 38
Chicago[153] 0,6 30 IS 32
Barcelone{141] 1,0 3.0 IS 2,9
Leicester{144] 03 45 IS 2,6
Leicester[186]1,0 36 IS 2.3

Los Angeles[150] 0,6 3,0 IS 2,1
Geneve[147] 0.5 30 IS 1.8

a: concentration de glucose basale et lors de la stimulation (g/1).
b: type de stimulation (P:périfusion. IS: incubation statique}.
¢: Indice de stimulation (sécrétion stimulée/ sécrétion basale).
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Seule ’évaluation in vivo chez le rongeur diabétique permet la confirmation de la fonction des
ilots et elle a ét€ récemment entreprise dans le laboratoire. La survie des 1lots humains apres
transplantation chez la souris immunodéprimée a confirmé leur viabilité. L’étude de la fonction
des ilots devra €tre poursuivie chez la souris diabétique. La fonction des flots humains a d’autre
part pu étre démontrée par la cormrection de la glycémie chez des rats diabétiques apres
encapsulation dans une fibre d’AN 69 et transplantation intrapéritonéale réalisée en collaboration

avec Hospal R&D, Mezieux, France (étude en cours).

Enfin, la qualité¢ bactériologique et virale des préparations d’ilots humains devra faire 1’objet

d’une étude spécifique en vue de ’application clinique.

IV.4. Culture

Différents milieux de culture développés pour d’autres types cellulaires peuvent étre utilisés pour
la culture des 1lots de Langerhans: TCM 199[125,135], RPMI 1640[126], CMRL 1066{58]. Ce
dernier est considéré comme le meilleur pour les ilots humains[203]. Le pH optimal pour la
culture des ilots est de 7,2[204]. Les études visant a optimiser les conditions de culture les ilots
chez la souris ont abouti & la description de la culture en suspension qui est couramment utilisée
aujourd’hui pour les flots humains dans le CMRL 1066 ou le RPMI 1640 contenant 10% sérum
de veau foetal. Cependant, la culture s’accompagne classiquement d’une diminution rapide de la
masse et de la fonction des ilots. L’addition de sérum d’origine animale [127,135,205] ou
humaine (sérum du sang de cordon[206] ou adulte[127]) s’est révélée nécessaire pour prolonger
la survie des ilots en culture[207]. Bien qu’elle apparaisse souhaitable, la présence de sérum
entraine également une augmentation de I’adhésion des lots au support de culture et une tendance
a la formation des monocouches[206], délétere a long terme pour la fonction des ilots[135,208]
au contraire d'autres types cellulaires[208]. Les facteurs potentiellement responsables de I’action
du sérum comprennent les facteurs d'adhésion, les facteurs de croissance(IGF LII, EGF, PDGF)

et les vitamines[207].
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La survie et la fonction des ilots dans un milieu défini sans sérum ont déja été démontrées chez le
rongeur[209-211], et chez I’homme jusqu’a 1 mois{212]. Nous avons démontré la prolongation
du contenu total en insuline, de la biosynthése d’insuline et de sa sécrétion en cultivant les ilots
humains dans un milieu défini sans sérum. Les facteurs responsables de cet effet bénéfique
restent a identifier. La transferrine et le sélénium de sodium sont généralement ajoutés aux
milieux sans sérum([210,213]. Le substitut du sérum “Ultroser G*, contient des vitamines, de
I’albumine, des facteurs d’adhésion, des facteurs de croissance, ainsi que des hormones et en
particulier de I’insuline. L’importance de I’insuline pour la fonction et la croissance de nombreux
types cellulaires est bien démontrée. L’ insuline ne semble pas exercer de rétrocontrle négatif sur
la sécrétion d’insuline par les ilots[214] lorsqu’elle est évaluée par la mesure du peptide
C[207,215]. La fonction des cellules P est influencée par d’autres types cellulaires présents dans
I'ilot, ainsi nous ne pouvons pas exclure 1’effet d’autres facteurs sur la fonction des cellules B qui
pourrait étre influencée par les autres hormones présentes dans 1'ilot[207]. L'addition de
composés glucidiques de type pyruvate dans un milieu de type CMRL contenant du SVF permet
de maintenir la viabilité des ilots humains pendant 4 mois ainsi que leur fonction évaluée par la
stimulation de la sécrétion d’insuline par la théophylline[216]. Dans un milieu similaire, nous
avons observé la perte de la réponse des flots humains au glucose seul apres 14 jours. Le role

spécifique du pyruvate dans notre milieu sans sérum reste donc a quantifier.

Le développement de milieux dépourvus de sérum et de composition parfaitement définie semble
indispensable pour 1’application clinique et la transplantation des flots apres la culture. Le milieu
que nous avons développé et qui contient un substitut de sérum, de la transferrine, du sélénium,
et de I’éthanolamine nous a permis de réduire significativement la perte de la fonction des ilots
induite par la culture. Aprés 3 semaines de culture, le contenu en insuline des ilots humains était
encore égal & 50% de sa valeur initiale. L’utilisation de milieu de cultures de ce type facilitera la

conservation des préparations d’ilots humains en vue de leur application clinique.
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V. CONCLUSION

En conclusion, I’amélioration de la technique de digestion et de purification des ilots avec en
particulier, la distension du pancréas immédiatement aprés le prélévement par ’injection dans le
canal de Wirsung d’une solution de collagénase, la diminution de la durée de 1'ischémie froide,
I'utilisation d’une technique automatisée de digestion, la suspension du pancréas digéré dans une
solution de conservation de type intracellulaire et contenant un colloide avant la purification, la
détermination de la densité des tissus exocrines et endocrines et le choix des couches de
séparation & I’aide d’un test pour chaque manipulation, la purification des ilots dans un gradient
discontinu d’Euro-Ficoll nous ont permis d’optimiser les résultats de l'isolement des 1ilots
humains. Les résultats qualitatifs obtenus aujourd’hui sont compatibles avec les impératifs de la
greffe. Avec l’amélioration des conditions de culture, la possible réunion de plusieurs
préparations nous permet d’envisager la greffe d’ilots de Langerhans chez des patients

diabétiques de type 1 immunosupprimés.

Le probable développement des indications de la greffe d’ilots et le nombre déja limité des
donneurs d’organes rendra cependant vite insuffisant I’isolement des ilots humains a partir de
pancréas de cadavres. Il apparait donc essentiel d’explorer dés maintenant d’autres sources de
tissu endocrine pour répondre aux besoins prévisibles en vue du traitement des patients

diabétiques par la greffe d’ilots.

Deux voies principales peuvent étre envisagées:
e l'utilisation d'flots xénogéniques .

¢ l'induction de la prolifération de cellules humaines sécrétrices d’insuline en culture.
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PLANCHES



Planche 1

Isolement automatisé des ilots de Langerhans humains.

A : Dispositif de Ricordi qui permet la circulation continue de la solution de collagénase
chauffée a 37°C dans la chambre de digestion contenant le pancréas grace a une pompe
péristaltique

Apres une phase de recirculation (B) que permet la digestion du pancréas, le recueil du digestat
s’effectue en perfusant la chambre (A) par une solution de Hanks refroidie a 4°C et contenant
du sérum de veau nouveau né (10%).

B : Distension du pancréas humain par la solution de collagenase injectée dans un cathéter placé
dans le canal de Wirsung.

C : Résidu de I’arbre canalaire apres la digestion de la glande pancréatique.
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Planche 2

Exemple d’un gradient conventionnel avec 4 couches d’EuroFicoll (2 gauche) comparé au
gradient test composé de multiple couches (a droite) qui permet la sélection précise de
I'interface optimale pour la récupération des ilots. Les ilots déja colorés avec la dithizone
(rouge) sont visible a I’interface 1,037 / 1,096 (fleche) et contaminés par le tissu exocrine
(astérisque) dans le gradient conventionnel. Dans le gradient test les ilots (fleche) sont aux
interface 1,051 /1,081 et 1,081/ 1,091 et le tissu exocrine (astérisque) est a I'interface 1,091 /
1,096. Les couches 1,051 et 1,091 seront utilisée pour la purification dans le séparateur de
cellules.
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Planche 3

Evaluation microscopique des couches de gradient test (isolement différent du celui de la
planche 2) (grossissement x100)

A : Interface 1,037 /1,051 tissu adipeux dont ’aspect géométrique est caractéristique

B : Interface: 1,051/ 1,081: ilots contaminés par des fragments canalaires de faible densité.

C : Interface: 1,081 /1,091: ilots hautement purifiés

D : Interface: 1,091 / 1,096: tissu exocrine en ilots mal digérés

Les couches 1,051 et 1,091 seront utilisées pour la purification dans le séparateur de cellules si
I’on veut privilégier la pureté, et les couches 1,051 et 1,096 si 'on veut privilégier le

rendement.
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Planche 4

A : Ilots humains apres la purification, colorés en rouge par la dithizone (barre =50um)

B : Viabilité des flots humains apres 1’isolement mise en évidence par la technique de coloration
vitale avec la diacétate de fluorescéine (colore en vert les cellules vivantes) et I'iodure de

propidium (colore en rouge les cellules mortes) (barre = 25 um).
C : Coupe histologique colorée par I’hématoxyline picroindigo carmin des ilots humains

greffés depuis deux semaines sous la capsule rénale d’une souris nude. (barre = 25 um).
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Planche 5

Immunohistochimie sur des coupes semi-adjacentes d’flots humains isolés, fixés dans une
solution de Bouin et inclus dans la paraffine (barre = 25 um).

A : Glucagon. B : Insuline. C : Somatostatine.
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Deuxiéme partie :

DEVELOPPEMENT D'UNE SOURCE
XENOGENIQUE
D'ILOTS DE LANGERHANS
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I. INTRODUCTION

Les progres rapide de la lutte contre le rejet immunitaire permettent d’envisager dans 1’avenir la
possibilité de greffer des tissus animaux chez I’homme (xenogreffe)[217]. Pour le traitement des
diabétiques, la greffe d’ilots d’origine animale permettrait de disposer d’une source illimitée de

tissu endocrine.

I.1. La xénogreffe

La faisabilité de la transplantation chez I’homme d’organes xénogéniques a déja ét€ démontrée par
la survie transitoire d’organes de singe (rein, coeur et foie) observée apres leur transplantation
chez quelques patients[217]. Le plus souvent cependant, la greffe d’un organe d’origine animale
s’accompagne d’une intense réaction de rejet chez le receveur qui conduit & la destruction rapide
du greffon. Cette réaction immunitaire ou rejet hyper-aigu est due a la présence dans le sérum
humain d’anticorps préformés, dirigés contre les antigénes glycosylés de type Gala(1,3)Gal
présents a la surface de 1’endothélium vasculaire dans la plupart des especes animales[218]. La
greffe de cellules isolées ou des ilots de Langerhans devrait donc en théorie éviter la réaction de
rejet hyper-aigu. De nombreuses approches expérimentales ont déja permis d’obtenir la survie
prolongée d’ilots xénogéniques discordants. L’immunomodulation des ilots humains par la
culture a basse température[219] ou le traitement par des anticorps dirigés contre les molécules du
CMH[220] et les molécules d’adhésion[221,222] permet leur survie prolongée chez la souris.
L’immunosuppression du receveur par des immunoglobulines antilymphocytaires permet
également des résultats similaires[219,223,224]. Plus récemment, la survie prolongée d’ilots
foetaux porcins a pu €tre montrée par la sécrétion de C-peptide porcin et I’analyse histologique
plusieurs mois aprés leur transplantation chez des  patients  diabétiques

immunosupprimés{225,226].
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I.2. Pancréas bioartificiel

Une autre approche permettrait ['utilisation d’ilots d’origine animale, sans nécessiter
d’immunosuppression chez le receveur. Elle consiste a protéger les ilots du syst¢éme immunitaire
par une membrane semi-perméable laissant passer 1’oxygene, le glucose et l'insuline, mais
bloquant les cellules immunitaires, les immunoglobulinés et la plupart des lymphokines.
Différentes solutions techniques sont envisageables pour réaliser de tels pancreas
bioartificiels[65]. L’utilisation d’un dispositif vascularisé implantable, relié a la circulation
générale[227], permet la survie prolongée des ilots[228] mais le risque de complications
thrombotiques limite son application clinique. Les ilots peuvent également étre inclus
individuellement dans une capsule synthétique (microencapsulation). Initialement décrite par Sun
avec des capsules a base d’alginate et de polylysine, 1’encapsulation des lots permet leur fonction
prolongée in vitro et in vivo[229]. La transplantation des ilots encapsulés dans la cavité
abdominale permet la correction prolongée de la glycémie chez des rongeurs diabétiques[230].
Elle permet aussi de protéger les ilots de la réaction immunitaire allogénique et autoimmune[231],
voire de la réaction xénogénique contre des 1ilots d’espeéces concordantes[232] ou
discordantes[233]. Ces résultats ont pu étre reproduits chez le chien[234] et récemment chez
I’homme([235] avec des ilots allogéniques, mais un traitement immunosuppressur a dans ce cas
été nécessaire pour prévenir la réaction inflammatoire. L’encapsulation des flots dans une
macrocapsule constitue une autre alternative. Initialement décrite par Altman avec des cellules
tumorales humaines{236], la macroencapsulation permet la correction de la glycémie par la greffe
d’ilots xénogéniques chez des rongeurs rendus diabétiques par la streptozotocine[237,238] ou
spontanément diabétiques[239]. Les résultats encourageants obtenus avec cette technique apres la
greffe d’ilots allogéniques sans immunosuppression chez le chien[240] et plus récemment chez
I’homme[66], permettent d’envisager son application pour le traitement du diabéte par la

transplantation avec des ilots d’origine animale.
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I.3. Choix de I’espéce porcine

On peut envisager l'utilisation de différentes espéces en vue de la production d’ilots de
Langerhans a grande échelle. L’isolement des ilots a pu étre maitris€ chez de nombreuses espéces
de rongeur comme le rat, le hamster, la souris, ou le lapin mais leur utilisation pour 1’application
clinique apparait difficile en raison de leur taille et des caractéristiques spécifiques de la sécrétion
d’insuline par les cellules $ de rongeur[241]. L’isolement a également été décrit chez certains
poissons[242] et chez les grands mammifeéres comme le singe[243], le chien[90], le boeuf[244]
ou le porc[245]. Les primates constituent en théorie le meilleure idéal d’ilots xénogéniques pour
la transplantaion chez I’homme, mais leur utilisation se heurtent & des considérations pratiques et
éthiques difficilement surmontables. Pérmi les autres grands mammi'féres, le porc apparait
comme le candidat idéal. C’est un animal omnivore dont I’anatomie et 1’histologie pancréatiques
se rapprochent de celles de I’homme. La glycémie a jeun du porc est voisine de celle de
I’homme[246] et I'insuline porcine qui ne différe de I’insuline humaine que d’un acide aminé est
utilisée depuis plusieurs décennies pour le traitement des patients diabétiques. Le porc est de plus
un animal domestique dont 1’élevage industriel est parfaitement maitrisé et peut s’effectuer dans
des conditions évitant la contamination par des germes pathogenes. Enfin, les progres récents des
techniques de transgénese laisse entrevoir la possibilité de manipuler certaines souches de porc en

vue de la transplantation chez I’homme([217].

1.4. Isolement des ilots porcins

Chez le porc, les ilots de Langerhans ne sont pas nettement sé€parés du tissu exocrine par une
capsule de fibres collagenes comme chez le rongeur, le chien, et dans une moindre mesure chez
I’homme[139]. Leur architecture est également plus irréguliere[157] et ils se présentent rarement

sous la forme d’amas cellulaires sphériques, compacts, retrouvés dans les autres especes. Ces
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caractéristiques morphologiques spécifiques rendent la maitrise de I'isolement des ilots

particulierement délicate chez le porc.

En 1974, Sutherland a été le premier & utiliser une modification de la technique d'isolement
d'ilots de rat pour isoler les ilots porcins par digestion enzymatique et trituration et réaliser mais
sans succes des autogreffes d’ilots chez le porc[247]. Une technique de microdissection a
également été utilis€ée par Kiviluoto pour l’isolement des ilots de porc sans résultats
convaincants[248]. En 1983, Wise a réussi 2 démontrer la fonction in vitro des ilots de porc
apres isolement par une méthode mécanique non enzymatique[249]. En 1986, Ricordi a décrit
une nouvelle technique dérivée de celle utilisée par Horaguchi chez le chien[90] pour isoler les
ilots de pancréas de porcs adultes prélevés a l'abattoir{92]. Cette technique comprenait la
distension du pancréas par la collagénase injectée dans le canal de Wirsung, suivie d’une phase
de digestion stationnaire & 37°C puis de filtration et de purification dans un gradient de Ficoll.
Elle a permis d‘obtenir 80 000 ilots (1270 ilots par gramme) dont la fonction a pu étre démontrée
in vitro et in vivo apres transplantation chez des souris immunodéprimées[250]. Marchetti[251]
1’a par la suite simplifiée mais sans en améliorer les résultats. Hesse en utilisant une technique de
perfusion continue sans purification[252,253]a pu obtenir 60 a 300 000 ilots et confirmer leur
fonction in vivo par l’autotransplar;tation apres pancréatectomie. En 1990, Ricordi a adapté la
technique automatisée initialement décrite pour l'isolement des ilots humains[44] pour I’isolement
des flots de porc adultes[245]. I a ainsi obtenu plus de 250 000 ilots purifiés et confirmé leur
fonction par la guérison prolongée du diabete aprés transplantation chez la souris
immunodéprimée. Bien que de nombreuses équipes étudiant 1’isolement des ilots de porcs
utilisent aujourd’hui une technique automatisée [254-264], les résultats quantitatifs décrits par
Ricordi ont rarement pu étre reproduits. De plus, contrairement au chien chez lequel
I’autotransplantation des ilots purifiés permet la correction de la glycémie chez des animaux
pancréatectomisés[265], 1a qualité des ilots porcins purifiés n’a pas encore pu étre affirmée par la

transplantation chez le gros animal.
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L5. Objectif

Le but de cette étude était I’amélioration et la maitrise de ’isolement des ilots de Langerhans
porcins et la confirmation de la qualité fonctionnelle des 1lots obtenus par la transplantation chez

le porc.
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II. MATERIEL ET METHODES

IL1. Prélevement du pancréas

Les pancréas ont été prélevés aux abattoirs de Hazebroucq (Nord) chez des porcs domestiques
de race Large-White provenant d’élevages industriels de la région du Nord - Pas-de-Calais, de
Belgique et des Pays-Bas. En accord avec les services vétérinaires, nous avons developpé une
nouvelle technique de prélevement permettant de limiter la durée de 1’ischémie chaude du
pancréas[266]. Le porc est abattu par décérébration mécanique & l'aide d’un mandrin
métallique. Apres désinfection de la paroi abdominale, une large laparotomie est effectuée.
L’induc_tion de la mort cérébrale par décérébration mécanique nous permet d’effectuer ces
opérations a coeur battant. L’ensemble des viscéres abdominaux sont prélevés stérilement et en
bloc apres section de 1’aorte et la partie splénique du pancréas est rapidement disséqué ex-vivo
du bloc viscéral (moins de 4 minutes). Afin de limiter les contaminations infectieuses, le
pancréas est immédiatement plongée pour une durée de 2 minutes dans une solution de saline
réfrigérée a 4°C contenant un agent anti-infectieux (Bétadine, 20%)[130]. La glande est alors

conservée dans une solution de conservation (Eurocollins) a 4°C jusqu’a I’isolement.

I1.2. Isolement des ilots porcins

En raison de la grande variabilité individuelle des caractéristiques des pancréas de porcs, deux
pancréas sont généralement prélevés a 1’abattoir. Un fragment de 1 mm d’épaissenr de chacun
des pancréas est coloré avec de la dithizone et leur aspect est évalué qualitativement a I’aide
d’une loupe binoculaire. Le pancréas dont les ilots apparaissent les plus nombreux et surtout les

plus compacts, avec le plus de tissu exocrine, est utilisé pour ’isolement.
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11.2.1. Isolement

L'isolement des ilots a été réalisé a I’aide d’une technique automatisée dérivée de celle de
Ricordi[245] dont le principe est identique a celui de I’isolement des ilots humains décrit dans la
premiére partie. Plusieurs modifications ont été nécessaires chez le porc. Seule la partie
splénique du pancréas (100 a 130 g) est utilisée. La distension du pancréas était réalisée par
I'injection dans le canal de Wirsung de 400 ml d’une solution de collagénase de type P
(Boehringer Mannheim) dont la concentration variait de 1,4 a2 1,7 mg/ml et contenant du CaCl,
(3,7mM). Les caractéristiques des quatre lots de collagénase utilisés pour I’isolement des ilots
porcins sont rapportées dans la table. La chambre de digestion était identique & celle utilisée
pour I’'isolement des ilots humains mais était utilisée sans le cylindre interne afin d’obtenir un
volume interne de 400 wl. La porosité du filtre utilisé dans la chambre de digestion était de 360
um. L'agitation mécanique de la chambre est réduite au minimum et n’est débutée que 9
minutes apres la mise en place du pancréas distendu dans la chambre. La chambre est alors
agitée manuellement 10 secondes chaque minute au cours de la digestion puis 20 secondes
chaque minute au cours de la phase de récupération.

A T’issue de la digestion, et apres trois lavages successifs dans une solution de Hanks contenant
du SVF (10%), le digestat est resuspendu dans la solution de UW pendant 20 minutes, avant la

purification.
I1.2.2. Purification

Un test de purification identique a celui décrit pour les ilots humains est réalisé avec les
densités suivantes: 1.112, 1.1038, 1.097, 1.091, 1.081, 1.051, et solution de Hanks) pour
déterminer la densité respective des ilots et du tissu exocrine. Comme pour les Tlots humains, la
purification de 1’ensemble de la préparation était effectuée a I'aide du séparateur de cellules
(COBE 2991, COBE, Lakewood, USA) avec les couches de séparation sélectionnées lors du
test. Deux cycles de purification étaient nécessaires pour purifier ’ensemble de la préparation
(environ 50 a 60 ml). Lorsque la qualité de la purification obtenue lors du test était jugée

insuffisante, la préparation n’était pas purifiée.
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I1.3. Evaluation des ilots

L’évaluation des lots porcins aprés I’isolement a ét€ réalisée avec la méme technique que celle
utilisée pour I’isolement des ilots humains décrite dans la premi¢re partie[133]. Les résultats
quantitatifs apres la digestion et la purification ont été exprimés sous la forme du nombre d’ilots
et d’équivalents d'ilots de 150 p de diamétre ou ilots-équivalents(IE). L’évaluation de la
viabilité des 1lots a été réalisée par coloration avec les colorants vitaux (coloration par le rouge
neutre et exclusion du bleu trypan). La morphologie des ilots apres 1'isolement a été étudiée par
I’analyse en immunohistochimie et en microscopie électronique, des ilots et aprés la

purification.

La fonction in vitro des ilots porcins a été évaluée pour 13 manipulations apres 1, 3, 7 et 14
jours de culture. Les ilots porcins ont été cultivés dans des inserts millicell (Millipore) (20 ilots
par puit) dans du milieu HAMS F12 (Sigma, France) contenant du SVF(10%), de la
nicotinamide (10 mM) (Sigma, France) et des antibiotiques[130]. Comme pour les ilots
humains, la secrétion d’insuline a ét€¢ mesurée au cours d’épreuves de stimulation dynamique
par incubation statique (glucose 0,6g/1 vs 5g/l) et I'insuline totale a ét€ mesurée apres lavage,

sonication et extraction.

L’intérét de la culture des ilots de porc dans des matrices tridimensionnelles a également été
étudié. Apreés une nuit de culture, les ilots étaient centrifugés et resuspendus dans un gel de
collagéne de queue de rat (QR). La morphologie des ilots a ét€ étudiée en immunohistochimie
apres incorporation de Bromodéoxyuridine (BrdU) selon la technique détaillée pour les ilots

humains dans la 3¢me partie.

IL4. Autogreffe des ilots chez le porc

Afin d’affirmer la qualité des préparations d’ilots porcins obtenues par notre technique

d’isolement et de purification, nous avons réalisé des études de transplantation chez le porc
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pancréatectomisé. L’autotransplantation a permis 1’évaluation spécifique de la qualité des ilots en

éliminant le risque de destruction immunologique du greffon chez le receveur.
11.4.1. Greffe

Des miniporcs adultes (Elevage Denis, Templeuve, France) ont été pancréatectomisés et greffés
avec leur propre ilots apres isolement. Quatre animaux contrdles ont été pancréatectomisés mais
n’ont pas regu d’ilots. Les expérimentations ont été effectuées dans le cadre des installations
agréées du service commun d'animalerie du CHU de Lille dans le strict respect de la législation
sur I’expérimentation animale. Au début de 1’expérimentation, un cathéter central tunnelisé était
placé dans la veine jugulaire interne pour permettre les prélévements sanguins répétés. La
pancréatectomie totale était réalisée en veillant a respecter la vascularisation du pancréas jusqu’a
I’ablation de la glande afin de limiter au maximum la durée de 1’ischémie chaude[267]. Le
pancréas était immédiatement plongé dans une solution d’Eurocollins & 4°C et conservé en
hypothermie jusqu’a I’isolement. En fin d’intervention un catheter placé dans la veine porte était
extériorisé sur le flanc de I’animal pour permettre I’injection intraportale des ilots. L'isolement et
la purification des ilots ont été réalisées a 1’aide de la technique décrite ci-dessus. Pour la greffe,
la préparation d’ilots purifiée était resuspendue dans 50 ml de solution de type Hams F12
contenant de la sérum albumine porcine (0,5%) et 5000 unités d’héparine. Environ 5 heures

apres la pancréatectomie, les flots isolés €taient injectés dans le foie par le cathéter portal.

I1.4.2. Suivi des animaux

Tous les animaux ont regu un traitement quotidien par des extraits pancréatiques porcins pour
limiter les conséquences de l’insuffisance pancréatique exocrine et une antibiothérapie
systématique par voie intraveineuse (amoxycilline, 1g/j pendant une semaine). La glycémie a
jeun était mesurée tous les jours pendant 6 semaines puis une fois par mois. Une épreuve de
tolérance au glucose était réalisée avant la pancréatectomie puis une semaine, un mois et 3 mois
apres la greffe ou une semaine apres la pancréatectomie. Apres l'injection intra-veineuse de 0,5
g/kg de glucose (sérum glucosé 30%), un prélevement était réalis€ aprés 5 min, 15 min, 30
min, 60 min, 90 min et 120 min. Le coefficient de décroissance de la glycémie était calculé
entre 5 et 90 min seon la technique de Lundbaeck [268]. Lors du sacrifice des animaux greffés,
une biopsie hépatique a été prélevée et fixée dans le liquide de Bouin puis incluse dans la
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paraffine pour son analyse immunohistochimique aprés marquage a 'aide d’anticorps anti-
insuline.
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HI. RESULTATS

I11.1. Isolement

Depuis mars 1992, nous avons réalis€ 95 isolements d’ilots porcins. Vingt sept manipulations
ont ét€ nécessaires pour développer et maitriser les techniques automatisée d’isolement, et la
purification a I’aide du séparateur de cellules. La figure représente les résultats quantitatifs

exprimés en 1lots-équivalents des 68 manipulations suivantes.

La technique de prélévement a coeur battant nous a permis de réduire la durée de I'ischémie
chaude 4 moins de 4 minutes et la durée de I'ischémie froide était comprise entre 2 et 4 heures.
Nous avons utilis¢ quatre lots différents de collagénase dont les activités enzymatiques de
collagénase, de protéase, de trypsine, et de clostripain sont détaillées dans la Table 8. La
concentration utilisée était choisie en fonction de l'activité de collagénase du lot (voir discussion).
Le temps de digestion a varié€ entre 25 et 61 minutes avec un temps moyen de 39(1) minutes. Les
résultats quantitatifs sont décrits dans la Figure 6. Le rendement moyen obtenu avec les 68

pancréas était de 634x103 ilots (343x103 IE) soit 5912 ilots/g (3383 IE/g) apres la digestion.
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llots équivalents
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Figure 6: Résultats quantitatifs de 68 isolements consécutifs d’ilots porcins. Les résultats aprés

la digestion et aprés la purification sont exprimés en équivalents d’ilots de 150 i de diamétre. Le
lot de collagénase utilisé est indiqué en haut du diagramme. ‘
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Le lot de collagénase est apparu comme un facteur déterminant pour la réussite de I’isolement et
de la purification et la table 9 rapporte les résultats moyens obtenus avec chacun des lots. Le
meilleur des quatre lots a été le lot 25. Avec cette collagénase, les ilots isolés étaient de plus
grande taille et n’apparaissaient que peu fragmentés par la digestion. Le nombre d’ilots
équivalents obtenus était significativement plus élevé ainsi que l'indice d'isolement (IE/ilots) (test

de Fisher, p<0,05 vs lot 20, 30, 33).

Table 8 : Caractéristiques des quatre lots de collagénase utilisés pour
I’isolement des ilots porcins.

Enzymes Lot (mg/ml?)

25(1,4) 20 (1,25) 33(1,1) 30(1,5)
Collagénase® 2.2 2,3 2,37 2,25
Clostripain ° 80,8 30,8 23,2 6,4
Proteases* 119 95 129 69
Trypsin® 2,6 3,75 04 0.3
Ratio
protéases/collagenase 54 41 54 31

a: concentration de la préparation de collagénase effectivement utilisée pour V'isolement.
b: unité PZ: 1 unité est Dactivité qui libere en 1 min & 25°C Immole 4 phenyl-
azobenzyl-oxycarbonyl-L-propyl-L-leucine de 4-phenyl- azobenzyl-oxycarbonyl-L-
propyl-L-leucyl-glycyl-L-propyl-D-arginine (Wunsch unités). c: 1 unité catalyse
I’hydrolyse d’ Immol N-a-benzoyl-L-arginine ethylester (BAEE) par min & 25°C et a pH
7,6 apres une activation a I’acetate de calcium, Immol/L et dithiothreitol, 2,5mmol/L.
d: 1unité est ’activité des protéases qui provoque une augmentation de 1’absorption, &
0,001 en 1 min a4 25°C selon un test azocoll standard. e: avec le BAEE comme substrat:
1 unité est 1’activité de 1’enzyme qui hydrolyse une mmol de BAEE en 1 min a 25°C
(pH 7,6).
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Table 9 : Influence du lot de collagénase sur les résultats de 1’isolement des 1lots porcins.

Apres digestion
n  poids(g) I1x10° IE x10° I/g IE /g Indice®
lot 25 18  94(5)* 687(86)  576(79)*>* 7616(961°  6611(1132)*>°  87(10)***
lot 20 4 10705 562(65) 196(38) 5221(430) 1800(283) 33(3)
lot 33 37 114(3) 594(59) 264(24) 5263(497) 2320(208) 46(3)
lot 30 9 13512 724(179) 268(37) 5482(1250) 2001(288) 45(4)
moy.(esm) 68  111(3) 634(45) 343(30) 5912(418) 3383(396) 56(4)
95% inf 104 543 282 5077 2593 48
95% sup 117 724 404 6748 4173 65
Apres purification
n I1x10° IE x10° I/g IE /g Indice*
lot 25 16 281(43) 214(39) 3261(450) 2608(505) ** 74(10) *°°
lot 20) 4 359(108) 122(24) 3471(1132) 1176(266) 41(10)
lot 33 32 418(52) 164(21) 3759(458) 1434(179) 37(3)
lot 30 5 384(98) 157(32) 2667(628) 1096(208 44(4)
moy.(esm) 57 372(34) 175(17) 3503(299) 1716(188) 48(4)
95% inf 305 141 2903 1338 42
95% sup 440 208 4103 2093 56

L ——
Moyenne(esm). Test de Fisher. a: p<0,05 vs lot 20. b: p<0,05 vs lot 33. c: p<0,05 vs lot 30.
d: indice d’isolement (nombre d’IE / nombre d’ilots x 100)
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H1.2. Purification

Les couches du gradient choisies pour la purification aprés la réalisation du test étaient le plus
souvent 1,112 /1,097(ou 1,091)/1,051/Hanks. La purification de l'ensemble de la préparation
(Planche 6B) a été réalisée pour 57 manipulations. La pureté obtenue était comprise entre 75 et
95% (Planche 6A). Le nombre moyen d’ilots obtenus aprés la purification était de 372x103 flots
(175x103IE) ou 3503 ilots/g (1716 IE/g). L'étape de purification a entrainé une perte d'environ
60% des ilots pour le lot 25 (au début de notre expérience de la purification), de 30% pour le lot
20 et 33, et de 50% pour le lot 30. Le nombre d’ilots par gramme de pancréas obtenu apres
purification était supérieur avec le lot 25, mais "augmentation de la masse du pancréas utilisé

nous a permis de maintenir le nombre d’ilots total obtenu avec les autres lots de collagénase.

I11.3. Evaluation des ilots

L’étude des préparations d’ilots porcins isolés en microscopie optique et électronique a fait 1’objet
d’un mémoire spécifique (Marie-Christine Vantyghem, DEA des Sciences de la Vie et de la
Santé, Lille, 1994) dont les résultats ne seront pas détaillés dans cette these. Comme pour les
ilots humains, I’évaluation morphologique en microscopie optique des ilots porcins a permis de
confirmer leur nature endocrine grace a I’'immunohistochimie.

La fonction des ilots a été confirmée in vitro par la mesure de la sécrétion d’insuline apres
stimulation par le glucose. Aprés une nuit de culture, la sécrétion d’insuline était stimulée par le
glucose (Figure 6), et I'indice de stimulation (sécrétion stimulée/moyenne de la sécrétion basale
avant et apreés stimulation) variaitde 1,2 a 3,59 avec un indice moyen de 1,74(0,21) (Figure 7).
Apres 3 jours de culture en suspension, les ilots étaient encore intacts et 'indice de stimulation
était légérement augmenté a 2,14(0,36). A partir de 7 jours, la morphologie des ilots en
suspension s’altérait progressivement et, apreés 14 jours de culture, ils apparaissaient nettement
dissociés. (Planche 7D ). Cette altération morphologique s’accompagnait d’une diminution de la
sécrétion basale et de la stimulation de la sécrétion d’insuline par le glucose. L’indice de

stimulation moyen aprés 14 jours était de 1,32(0,34).
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Figure 7 : Sécrétion d'insuline au cours d une stimulation par le glucose (incubation statique)
par les ilots porcins cultivés dans le Hams F12 contenant du SVF (10%). Les ilots ont été
incubés pendant 3 heures dans du milieu Krebs Ringer Bicarbonate contenant du glucose (3,3
mM pendant 60 min., 25,6 mM pendant 60 min puis 3,3 mM pendant 60 min). Moyenne (esm)
de 13 manipulations. *: p<0,05, test de fisher, 25,6 mM vs 3,3 mM.

Indice de stimulation

1 3 7 14
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Figure 8: Indice de stimulation de la sécrétion d’insuline au cours d’ une épreuve d incubation
statique (sécrétion stimulée/sécrétion basale) par les tlots porcins dans le Hams F12 contenant du
SVF (10%). Les ilots ont été incubés pendant 3 heures dans du milieu Krebs Ringer Bicarbonate

contenant du glucose (3,3 mM pendant 60 min., 25,6 mM pendant 60 min puis 3,3 mM pendant
60 min). Moyenne (esm) de 13 manipulations.
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L’insuline totale contenue dans les ilots était diminuée de 10% apres 3 jours de culture, de 40%

apres 7 jours et de 80% apres 14 jours (Figure 8).

Insuline (pU)

30 +
25 4
20 }
154
10 4

5S4

0 1 3 7 1'4 jours

Figure 9: Insuline totale contenue dans les ilots porcins cultivés dans le Hams F12 contenant du
SVF (10%). Moyenne (esm) de 13 manipulations.

La culture des 1lots dans une matrice tridimensionnelle de collagéne de queue de rat nous a permis
de préserver leur morphologie (Planche 7B) et I’incorporation de BrdU aprés 14 jours a montré la

prolifération de quelques cellules au sein des ilots (Planche 7C).
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II1.4. Autogreffe

Lors des études de greffe, les couches retenues pour la purification ont €€ 1,112
/1,1038/1,051/Hanks afin de privilégier le rendement. La technique d’isolement a permis
d’obtenir 277(45) x10° IE/pancréas avec une pureté comprise entre 50 et 75%. La quantité d’ilots
transplantés était égale a 7640(630) IE/kg. Dans le groupe de contrdle, les porcs
pancréatectomisés €taient tous hyperglycémiques et polyuriques dés le lendemain de la
pancréatectomie (glycémie a jeun > 3.0 g/l). A partir d’'une semaine, leur état clinique s’altérait
rapidement avec en particulier un amaigrissement important. Tous ont été sacrifiés avant le
quinziéme jour lorsque leur poids avait diminué de plus de 30% (Figure 9). Un animal greffé est
décédé 4 jours apres la greffe d'une complication de la pancréatectomie; son autopsie a montré
une occlusion mécanique de I’intestin gréle par incarcération dans une bréche mésentérique. Les
trois autres porcs greffés sont devenus normoglycémiques a jeun entre une et trois semaines
apres la greffe. La tolérance au glucose s’est améliorée progressivement avec le temps (Figure
10). Le coefficient de décroissance du glucose au cours de I'TVGTT entre 5 et 90 mn (Table 10)
bien que non normalisé était significativement amélioré chez les animaux greffés aprés un mois
(p<0,05, test t de Student vs pancréatectomisés).

Chez un porc greffé, le cathéter a été laissé en place et a permis la mesure simultanée de
I’insuline dans la veine cave (max. : 43 uUIl/ml) et la veine porte (max. : 23 pUI/ml) au cours
de 'IVGTT aprés une semaine (Figure 12), démontrant le site hépatique de la sécrétion
d’insuline. Malgré le traitement substitutif par des extraits pancréatiques les animaux greffés
ont lentement mais inexorablement maigri. II ont di éwe sacrifi€és en raison d’un
amaigrissement supérieur & 30% de leur poids initial aprés 4, 5 et 6 mois. L’analyse
histologique du foie lors du sacrifice a montré la présence d’ilots intacts implant€s au niveau
des espaces portes et marqués par immunohistochimie a 1'aide d’anticorps anti-insuline

(Planche 8).
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Figure 10: Evolution de la glycémie a jeun et du poids apreés pancréatectomie, avec ou sans une
autotransplantation intra-portale des flots.( 1 = décés) . Une porc autogreffé est mort au bout de 4
Jours de greffe, suite a une obstruction mécanique intervenue lors de l'intervention.

Table 10 : Coefficient de décroissance du glucose au cours

d'une IVGTT (0,5 g/kg)

pancréatectomie (n=4) autogreffe (n=3)
avant 1,75(0,31)
1 semaine 0,44(0,08) 0,48(0,02)
1 mois - 0,94(0,29)*
3 mois - 0,83(0,33)*

*; p<0,05, test t de Student bilatéral non appareillé vs pancréatectomisés.

- 78 -



500

400

300

Glc (mg/dL)

200

100

Pancréatectomie

Autogreffe : 1 mois
Autogreffe : 3 mois
Normaux

30

90 120

(min)

Figure 11: Décroissance de la glycémie aprés une injection intraveineuse de glucose (0,5 g de
Glclkg) chez les porcs normaux, une semaine apres la pancreatectomie et 1 et 3 mois apreés
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Figure 12: Chez un porc, le cathéter dans la veine cave a été laissé en place, permettant le
dosage simultané de l'insuline dans le veine jugulaire et dans la veine porte pendant I'IVGTT,
aprés une semaine (0,5g glclkg) démontrant la source hépatique de l'insuline secretée.
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IV. DISCUSSION

IV.1., Isolement

IV.1.1. Rendement de I’isolement

Malgré les caractéristisques histologiques du pancréas de porc défavorables pour 'isolement des
ilots, les techniques de digestion enzymatique par la collagénase et de purification par séparation
isopycnique ont permis a plus d’une dizaine d’équipes d’obtenir des préparations d’ilots porcins
purifiés (Table 11). L’utilisation de la technique automatisée de digestion et la maitrise
progressive de ces techniques nous ont permis d’obtenir des résultats quantitatifs comparables a

ceux de la littérature.

Bien que l’isolement des ilots de porcs apparaisse aujourd’hui possible, cette technique n’est
toujours pas standardisée et ses résultats varient de fagcon importante d’une €quipe a I’autre.
Malgré les tentatives de standardisation de l’évaluation de l'isolement chez les gros
mammiferes[133], ’expression de résultats différent d’une étude a I'autre rendant extrémement
difficile la comparaison des résultats. En particulier, seul le nombre brut d’ilots est parfois
rapporté et il ne rend compte que trés approximativement du volume réel de tissu
endocrine[269,270]. En raison de la fréquente fragmentation des ilots porcins au cours de
I’isolement, I’expression des résultats sous la forme d’une unité standardisée rendant compte du
volume réel obtenu apparait indispensable. L’unité habituellement utilisée est 1'ilot-équivalent qui
est calculé en fonction du diamétre observé des ilots en considérant sa forme sphérique[133].
Chez le porc, la forme oblongue et souvent aplatie des ilots entraine malgré I'utilisation pour le
calcul du nombre d’ilots-équivalents de la moyenne de deux diamétres perpendiculaires, une

probable surestimation du volume réel[262].
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Dans notre expérience comme dans celle des équipes ayant décrit les résultats d’un nombre
important de manipulations consécutives, les résultats sont souvent encore aléatoires et varient

d’une manipulation a I’autre. De nombreux facteurs peuvent expliquer ces variations.
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Table 11 : Résultats de I’isolement des lots porcins décrits dans la littérature

Apres digestion

Equipe amnée n  méthode®  flots x10°  dlots/g IEx10° IE/g indice’
Saint-Louis[92] 1986 10 MNA 79 1251 - - -
Pise[251] 1988 10 MNA 6 400 - - -
Milan[271] 1990 15 AM 690 10390 405 6098 0,60
Saint-Louis[272] 1991 10 AM 374 6515 282 4903 0,68
Giessen[264] 1991 8 AM 209 - - - -
Worcester[270] 1993 6 MNA - 31380 - 9952 0,31
Leicester{256] 1993 7 AM - 4014 - 5875° 1,46
Paris[260] 1993 4 AM 301 - - - -
Pise[273] 1994 10 MNA - 3982 - 3424 0,85
Los Angeles [1[274] 1994 10 AM 220 3415 335 5146 1,55
Kiel[257} 1994 12 AM - 6795 - - -
Philadelphie[263] 1994 8 AM - - - 2537 -
Geneve[261] 1994 100 AM 149 - - - -
Apres purification

Equipe année n méthode” flots x10° flots / g IE x10° IE /g pureté (%)
Saint-Louis[92] 1986 10 F 78 1270 - - 20-80
Milan[271} 1990 15 F 341 5157 166 2570 90
Saint-Louis{254] 1991 10 EF 299 5203 204 3551 90
Giessen[264] 1991 6 F 62 - - - 80
Los Angeles 1[274] 1992 24 SA 61 3925 - 1710 -
Paris[260] 1993 4 UWH 147 - - - 95
Los Angeles I1{258] 1994 10 F 60 1244 - - 95
Kiel[275] 1994 39 EF - 1190 - - -
Pise[273] 1994 10 H 115 2986 98 2558 80
Omaha[151] 1994 5 EF 214 3343 45 702 50-95
Geneve[261] 1994 100 EF 89 2590 - - 90

- ———————————— . — —————————————————— — ]

a: type de méthode utilisée pour la digestion du pancréas (MNA : méthode non automatisée. MA : méthode
automatisée). b : type de gradient utilisé pour la purification (F: Ficoll). d: Indice d’isolement (nombre d’ilots /
nombre d’lots équivalents x 100)
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IV.1.2. Caractéristiques du donneur

Les caractéristiques de 1’animal jouent certainement un rdle primordial. L’importance de 1’4ge de
’animal donneur pour la réussite de 1'isolement des flots a été démontrée[275,276] et la grande
majorité des études ont été réalisées avec des pancréas de porcs adultes. Chez les animaux agés
de plus de deux ans et pesant au moins 200 kg, les ilots de Langerhans sont mieux délimités du
tissu exocrine par la présence d’une lame de tissu conjonctif qui facilite leur isolement{157]. Plus
récemment, quelques équipes ont également décrit des techniques moins traumatiques pour
I’isolement des ilots & partir de pancréas prélevés chez des porcs plus jeunes[273,274] en
prévision de I’application a grande échelle de I'isolement des ilots porcins. Les caractéristiques
génétiques des porcs utilisés sont probablement responsables au moins en partie de ces variations
et le développement de races spécifiques pour 'isolement des ilots sera déterminant pour son
application industriel. Dans nos régions, les porcs domestiques sont généralement de race Large-
White, Landrace ou Pietrin mais le plus souvent proviennent de souches hybrides multiples dont
les caractéristiques varient avec chaque élevage. Dans notre expérience, les résultats varient de
fagon importante y compris au sein d’'un méme élevage ; la provenance ou les conditions
d’élevage ou de transport des animaux ne sont pas apparues déterminantes pour le résultat de
I’isolement. Malgré le nombre important d’expériences effectuées, nous n’avons pas ét€ en
mesure de dégager des critéres cliniques de sélection, en dehors de 1’4ge et de la morphologie des
porcs : les porcs de grande taﬂlc, dgés de plus de deux ans et présentant un morphotype non
obese nous semblent donner les meilleurs résultats. Cette importante variation individuelle des
résultats quantitatifs de I’isolement des ilots de porcs constitue un obstacle important pour
’utilisation de cet animal. Afin d’optimiser les résultats de ['isolement et d’éviter les échecs
complets, particulierement frustrants, il semble pour I'instant indispensable de sélectionner
individuellement les pancréas en fonction de leur caractéristiques histologiques. En effet, le
nombre et la forme des ilots dans le pancréas des porcs adultes sont extrémement variables d’un
animal a I’autre. Le test rapide apres coloration d’une tranche de section prélevée au niveau de
I'isthme par la dithizone, et I’examen a la loupe binoculaire que nous utilisons, permet une

sélection rapide du meilleur pancréas parmi deux ou trois animaux. L’utilisation de la congélation
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dans l'azote liquide permettrait si nécessaire la section fine et l’analyse microscopique

extemporanée des pancréas.

IV.1.3. Conditions du prélevement

Les conditions de préleévement sont également déterminantes. La perfusion in situ n’apparait pas
souhaitable[158] et semble incompatible avec les conditions de I’abattage industriel. Par contre la
réduction au minimum de la durée de I’ischémie chaude est indispensable. Son role délétere au.
cours des prélévements d'organes est bien connu et son retentissement sur le rendement de
I’isolement des ilots de porc a déja été mis en évidence[158]. Habituellement, I’abattage industriel
des porcs s’effectue par un arrét cardiocirculatoire induit par un choc é€lectrique. Dans ces
conditions, pendant tout le temps nécessaire a l'installation du porc, la laparotomie et le
prélevement pancréatique, soit au minimum 15 minutes, le pancréas se trouve en état d’ischémie
chaude. Notre méthode d’abattage des animaux par induction de la mort cérébrale nous a permis

d’utiliser des porcs d’abattoir en réduisant de fagon considérablie 1a durée de I'ischémie chaude.

IV.1.4. Technique d’isolement

La digestion enzymatique par la collagénase peut €tre réalisée par différentes techniques. Si les
techniques manuelles de digestion enzymatique sont utilisables[92,251,277] en particulier pour
les porcs plus jeunes[251,273], I'utilisation de la technique automatisée initialement décrite pour
les ilots humains par Ricordi améliore les résultats quantitatifs de 'isolement des flots
porcins[256]. 1 est cependant indispensable pour 1’adapter au pancréas de porc de réduire au
maximum l’agitation mécanique en raison de la fragilit¢ extt€éme des ilots porcins[245].
Différentes modifications de cette technique ont été décrites mais ne semblent pas modifier de
fagon significative les résultats quantitatifs de 1’isolement. L’effet bénéfique de I’utilisation d’une
solution de type intra-cellulaire contenant des anions imperméants et un agent colloide (solution

UW) pour la conservation a 4°C du digestat avant la purification améliore les résultats de la
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séparation isopycnique des ilots porcins[255,278]. Malgré Ieffet théorique néfaste d’une haute
concentration en potassium pour la survie des cellules a 37°C, utilisation de la solution UW
pour ’ensemble des étapes de 1'isolement y compris au cours de la phase de digestion a été
décrite chez le chien[279]. Elle permet également d’obtenir des ilots porcins viables et stimulables
in vitro[183,260]. L’utilisation d'une perfusion continue de la solution de collagénase associée a
de 1’élastase semble donner aussi de bons résultats[280]. L’injection canalaire de collagénase a
4°C immédiatement aprés le prélevement[281] ou l’injection interstitielle de la collagénase ont
également ét€ proposées[263]. Quelques équipes continuent aussi d’utiliser une technique

manuelle pour I’isolement des ilots mais obtiennent des résultats inférieurs[270,277].

IV.L5. Collagénase

Plus encore que pour les flots humains, les caractéristiques de la collagénase utilisée apparaissent
primordiales et la qualité¢ de la digestion des ilots de porc est étroitement liée avec le lot de
collagénase utilisé (Table 8). Les préparations commerciales de collagénase sont produites par un
organisme vivant (Clostridium histolyticum.) et contiennent plus de 11 types de collagénase
différents ainsi que de nombreuses autres enzymes (protéases, clostripain et trypsine)[172]. Leur
composition est hautement variable d’un lot a 1’autre. Parmi les différents composants des
préparations de collagénase, la concentration de protéases[282-284] et surtout le ratio
collagénase/protéases [285] semblent jouer un rdle important pour la qualit¢ de la digestion
pancréatique. Actuellement seule la confirmation empirique par la réalisation de plusieurs
manipulations d’isolement permet d’affirmer la qualité¢ d’un lot de collagénase. La possibilité
d’une estimation théorique de la qualité des lots disponibles en fonction des caractéristiques de
chaque lot serait cependant tres intéressante. Nous avons donc comparé dans la Table 8 les
caractéristiques des lots de collagénase utilis€s avec celtes du lot 25 qui dans notre expérience a
donné les rendements les plus importants et la fragmentation des ilots Ia plus faible. Lorsque la
concentration utilisée a été ajustée pour obtenir une concentration de collagénase dans la solution
injectée de 2,2 U/ml. Les deux lots (25 et 33) qui ont eu la meilleure efficacité avaient un ratio
protéases/collagénase identique de 54. L’importance de ce ratio entre les concentrations de

collageénase et de protéases a déja €té soulignée[285] et elle semble jouer un rdle important pour la
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qualité¢ de la digestion des ilots porcins. Récemment le role délétére pour I’isolement d’une
concentration élevée de trypsine (>1,5 U/ml BAEE) a été également avancé et 1’addition d’un
inhibiteur de la trypsine & la solution de collagénase a été proposé[257]. Quelque soit le type de la
collagénase utilisée, en raison des caractéristiques histologiques du pancréas porcin et 1’absence
de capsule nette autour des ilots, il apparait difficile de dissocier les fibres interstitielles de
collageéne entourant 1'illot sans endommager également la membrane basale indispensable au
maintien de la structure de 1’1lot[286]. De nouvelles préparations enzymatiques doivent donc étre

développées spécifiquement pour I’isolement des ilots de porcs.

IV.2. Fonction in vitro des ilots porcins

Parallélement a I’évaluation quantitative des résultats de 'isolement, il est indispensable de
confirmer la qualité¢ des ilots obtenus. L’analyse morphologique et immunohistochimique des
ilots a confirmé leur nature endocrine et la préservation de 1’ensemble des contingents cellulaires
y compris les cellules o situées a la périphérie des ilots et qui sont particulierement exposées

durant I’isolement.

La démonstration de la viabilitt des ilots par les colorations vitales n’impliquent pas la
conservation de leur fonction . Il est donc indispensable de la confirmer par des tests de
stimulation de la sécrétion d’insuline in vitro. Bien que la périfusion soit utilisée par plusieurs
équipes pour la réalisation de ces tests de stimulation, les résultats et la cinétique de la sécrétion
d'insuline au cours de la perifusion sont tré¢s variables d'une €tude a l'autre. Dans notre
expérience la périfusion s’est révélée peu reproductible avec les flots de porc. La souffrance
mécanique induite au cours de la périfusion et la dissociation des ilots ont abouti fréquemment &
une libération non spécifique d’insuline et a une trés faible reproductibilité des résultats. Nous
avons donc abandonné la périfusion au profit de 1’incubation statique. L’utilisation des filtres
Milliceli[287] permet d’éviter tout traumatisme mécanique des ilots lors de I’échange des milieux
et les résultats obtenus ( indice de stimulation moyen de 1,7 aprés 24 h de culture) sont

comparables avec les résultats décrits dans la littérature avec les ilots porcins. Nous avons
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retrouvé une augmentation de la réponse des ilots au glucose aprés quelques jours de culture
(indice de stimulation moyen de 2,1 apres 72 h de culture) comme cela a déja ét€ montré avec les
ilots humains{288] et porcins[289]. L’utilisation de différentes concentrations de glucose (del7
mM a 25 mM) est possible pour la stimulation in vitro des ilots porcins mais ne modifie pas les
résultats[290]. La stimulation par le glucose des ilots porcins isolés est faible[291] et
généralement inférieure 2 celle des ilots d’autres especes[241] et en particulier des ilots humains.
11 est probable que cette faible réponse des ilots porcins soit au moins en partie secondaire & une
souffrance cellulaire. L’élévation de la sécrétion basale d’insuline in vitro pouwrrait réduire
I’importance de la sécrétion lors d'une stimulation[291]. La perte des cellules o a la périphérie
des ilots au cours de l'isolement pourrait également contribuer a la réduction de la réponse des
cellules P au glucose. En effet le glucagon participe a la régulation de la sécrétion d'insuline par
I’intermédiaire de son action sur I'AMPc intracellulaire dans les cellules B [75]. Pipeleers a
également montré la corrélation entre l'intégrité des 1lots et en particulier des celulles o avec la
sécrétion d'insuline[74]. Isolées, les cellules b de rat sécrétent 30 fois moins d'insuline qu’au
sein d’un ilot intact. La coculture avec des cellules o ou 1’addition de glucagon augmente la
sécrétion des cellules B isolées d’un facteur 2 a 4[74]. Chez le porc, les cellules o sont
particulierement exposées lors de 1'isolement en raison de 1’absence d’une capsule conjonctive
péri-insulaire nette. Le role de leur disparition dans la faible réponse des ilots porcins au glucose
a été confirmé par 1’augmentation de la stimulation de la sécrétion d’insuline aprés 1’addition de

glucagon dans le milieu de culture[292].

En raison de la faible réponse des 1lots de porc au glucose seul, de nombreuses équipes ajoutent
systématiquement de la théophylline ou de l’arginine pour [’évalwation in vitro de leur
fonction[241,254,293]. L’utilisation de ces agents stimulants permet d’explorer le versant
sécrétoire de la sécrétion d’insuline mais ne rend pas compte de 1'intégrité des transporteurs du

glucose 2 la surface des cellules B[287].
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IV.3. Culture des ilots porcins

La fragilité€ et la faible cohésion des cellules constituant les ilots de porc rendent difficile leur
culture prolongée. Comme nous avons pu le confirmer dans cette étude, la culture en suspension
a 37°C des 1lots porcins entraine une dispersion progressive des cellules qui devient évidente
apres 7 jours de culture et s’accompagne d’une diminution du contenu et de la sécrétion
d’insuline. Cette altération progressive de la fonction des ilots porcins est également obervée avec
des températures de culture plus basses (24°C)[293,294]. La survie et la fonction des ilots
porcins semblent pouvoir étre prolongées jusqu’a 3 semaines par 1’addition de sérum porcin au
milieu de culture[295]. L’utilisation du milien Ham's F12 a la place du RPMI 1640 enrichi en
glucose (11mM) ou du CMRL 1066 semble améliorer également la réponse des flots au
glucose[203]. La culture des lots porcins dans des matrices tri-dimensionnelles a été récemment
proposé. L’alginate permet de prolonger la survie et la fonction des ilots de porc in vitro pendant
15 jours[296] voire 1 mois[297]. Nous avons également maintenu les flots de porc intacts et
viables jusqu’a au 6 semaines a 37°C dans le collagene, cependant malgré la préservation de la

sécrétion basale, ces 1lots n'étaient plus stimulables par le glucose seul.

Dans les cultures en trois dimensions, 1'etablissement d'un indice de secretion dans ces matrices
est compliqué par leur épaisseur et leur manque de diffusion. Une incubation statique,
immediatement aprés la mise en culture, ne donne pas de stimulations comparables a celles
observées pour les cellules isolées, méme apres 4 heures d'incubation dans chaque milieu. Ainsi
nous avons mesuré la quantité totale d'insuline dans les ilots cultivés avec des supports
differents, afin de trouver une perte apres 7 jours qui était maintenue stable aprés 14 jours.
Schrezenmeir et al[297] propose une periode d'incubation de 24 heures, laquelle merite une

investigation dans notre modele d‘lots en trois dimensions.
IV.4. Fonction in vivo apreés transplantation

La viabilité et la fonction des ilots isolés sont au mieux affirmés par la transplantation in vivo et la
correction de la glycémie chez des animaux diabétiques[133]. Quelques équipes ont déja obtenu

la guérison de rongeurs diabétiques immunodéprimés par la greffe d'flots de porc sous la capsule
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rénale (souris traitées par anticorps anti lymphocytaire[298], rats ou souris nudes
nu/nu[245,250,262,273] et souris SCID[256] rendues diabétiques par la streptozotocine).
Cependant la quantité d'flots nécessaire pour obtenir la correction de la glycémie est généralement
considérable. Elle varie selon les études de 1000 a 4000 IE[262] par souris soit de 30 000 a plus
de 100 000 IE/kg. La greffe chez un gros animal constitue une confirmation beaucoup plus
convaincante de la bonne fonction des ilots isolés en raison des contraintes quantitatives imposées
par le poids du receveur, mais elle a rarement été€ étudiée. Chez le porc, la survie prolongée des
ilots n'a jamais pu étre démontrée apres une allogreffe méme en utilisant plusieurs donneurs. La
normoglycémie du receveur est inconstante et ne dépasse pas quelques jours [264,299]. La
réimplantation des ilots aprés 1isolement chez un porc pancréatectomisé permet 1'étude sélective
de la qualité des ilots en dehors de toute réaction immunitaire. Quelques équipes ont déja réalisé
des autogreffes d'flots chez des porcs pancréatectomisés mais n'ont le plus souvent pas réussi a
démontrer la fonction des 1ilots isolés en raison de la trop faible quantité
transplantée[247,248,274]. La transplantation intrasplénique de préparations non purifiées a
permis a Hesse de comriger la glycémie pendant plusieurs mois chez des porcs
pancréatectomisés[252]. Mellert a également montré que la transplantation intraportale d'ilots
purifiés pouvait permettre la survie prolongée et la correction partielle de la glycémie apres
pancréatectomie[300]. Dans cette étude I'utilisation de miniporcs adultes, 4gés de plus de deux
ans, nous a permis d'obtenir des résultats quantitatifs apres purification compatibles avec les
impératifs de la transplantation (> 200 000 IE). La transplantation d'environ 7000 IE/kg a
entrainé la normalisation de la glycémie 2 jeun des porcs pancréatectomisés pendant plus de 4
mois. L'amélioration progressive de la fonction des ilots dans les premiéres semaines est
couramment observée apres une greffe d'ilots chez I'homme, et elle a déja été décrite avec les
ilots de porcs chez la souris nude[262]. Lorsque les animaux ont été sacrifi€s en raison de leur
insuffisance exocrine, ils €taient toujours normoglycémiques et la présence des ilots dans le foie a
pu étre démontrée par 1'étude histologique. La fonction prolongée des ilots de porc in vivo aprés
autotransplantation nous a permis d'affirmer la qualité des préparations d'ilots obtenues aprés

l'isolement et leur fonction.
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V. CONCLUSION

En conclusion, I’isolement des ilots de porcs est possible avec une technique automatisée de
digestion enzymatique . La correction de la glycémie chez des porcs pancréatectomisés apres
autotransplantation nous a permis de confirmer la qualité des ilots obtenus par cette méthode
Cependant, les résultats quantitatifs de 1’isolement obtenus avec les porcs domestiques restent
imprévibles et I’extréme fragilité des ilots porcins limitent encore leur utilisation. La sélection de
races porcines spécifiques pour 1’isolement et ['optimisation des techniques de culture par
exemple a I’aide de matrices tri-dimensionnelles, semblent nécessaires avant de pouvoir envisager
I'utilisation des ilots porcins pour la réalisation de pancréas bio-artificiel chez les patients

diabétiques.
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PLANCHES



Planche 6

Isolement et purification des ilots porcins (barre=80um).

A : Tlots porcins colorés par la dithizone apres la purification.
B : Avant la purification, les ilots colorés en rouge par la dithizone ne représentent que 2% du
tissu pancréatique digéré.






Planche 7

Ilots porcins en culture
A : Apres une nuit de culture en suspension (Ham’s F-12 contenant 10% SVF) démontrant
I’aspect fréquemment dissocié (en bas) des ilots de porc. Quelques cellules endocrines isolées

se trouvent déja dans le milieu (barre = 25 pm).

B : Apres 5 jours de culture dans une matrice tridimensionnelle de collagéne de queue de rat les
ilots apparaissent toujours sphériques et compacts. On note la présence de quelque fibroblastes

dan la matrice (barre = 100 um).
C : Coupe histologique des ilots porcins cultivés en collagéne de queue de rat pendant 14 jours.
Immunomarquage de la bromodéoxyuridine (noyau marron) (barre = 10 pum, hématoxyline).

D : Coupe histologique des ilots porcins cultivés 14 jours en suspension dans le Hams-F12
montrant leur dispersion progressive (les flots ont été inclus dans de la colle biologique avant la
fixation dans le Bouins et I’inclusion dans la paraffine). Immunomarquage de la somatostatine

(barre = 10 pm, hématoxyline).



Planche 7



Planche 8

Coupe histologique d’une biopsie hépatique prélevée lors de 1’autopsie, 5 mois apres une
autogreffe d’flots chez un porc pancreatectomisé dont la glycémie était normalisée.

L’immunomarquage pour 1’insuline montre la présence d’un ilot au sein d’un espace porte.

A : (barre = 100um, hématoxyline), B : (barre = 25 um).



Planche 8



Troisiéme partie :

NEOFORMATION IN VITRO
DE CELLULES HUMAINES SECRETRICES
D’INSULINE
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I. INTRODUCTION

La transplantation de tissu endocrine pancréatique allogénique permet la correction de la glycémie
chez des patients diabétiques immunosupprimés. Actuellement, le faible rendement de I’isolement
des 1lots & partir de pancréas de cadavres impose le plus souvent I'utilisation de plusieurs
donneurs. Dans le contexte actuel de pénurie des organes humains disponibles, la possibilité
d’augmenter in vitro la masse des lots isolés ou d’induire la néoformation de cellules endocrines

humaines sécrétant de 1’insuline constituerait un progres considérable.

I.1. Lignées cellulaires sécrétrices d'insuline

L’isolement et la greffe des cellules B pancréatiques explorée par Pipeleers[301], ne semble pas
offrir d’avantage par rapport a la greffe des ilots. Les cellules B ne proliferent pas in vitro et
I'approvisionnement en cellules humaines obtenues 2 partir de pancréas de cadavres restera,
comme pour les ilots humains, un facteur limitant insoluble. Le développement de lignées
cellulaires continues et stables de cellules sécrétrices d’insuline, pourraient, par contre, constituer
une alternative intéressante. Si elles pouvaient rester stimulables par des concentrations
physiologiques de glucose, ces cellules représenteraient une source séduisante de tissu endocrine
pour la transplantation chez les patients diabétrques{302,303]. Les cellules tumorales humaines
provenant d’insulinomes peuvent synthétiser de l'insuline in vitro, mais elles ne répondent pas ou
faiblement au glucose[236,304]. Leur sécrétion d’insuline n’est pas régulée et la transplantation
de ces cellules chez le rongeur s’accompagne d’hypoglycémie[236]. En théorie, la manipulation
génétique de lignées cellulaires, grice aux récents progrés de la biologie moléculaire, pourrait
permettre I’induction d’un mécanisme de régulation de la sécrétion d’insuline[305]. En pratique,

cette éventualité reste encore tres incertaine en raison de la complexité du processus de contrdle de
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la sécrétion de l'insuline[303]. Certains clones de cellules d’insulinome de rongeur (RIN) sont au
moins en partie stimulables par le glucose mais perdent progressivement cette propriété au fur et a
mesure de leur prolifération en culture[{306]. Cette disparition de la stimulation est due a la
diminution d'expression du transporteur de glucose (GLUT2) et de 'ARN messager de la
glucokinase (enzyme limitante du métabolisme du glucose). La transfection de ces cellules avec le
géne du GLUT?, permet de restaurer la réponse au glucose de ces cellules[303]. Des cellules
hypophysaires sécrétrices d’ACTH ont également pu étre transfectées avec les génes de la pro-
insuline humaine et du GLUT2 (AtT-20ins). L’expression de ces genes s’accompagne d’une
sécrétion biphasique d’insuline humaine, en réponse a une trés faible concentration de
glucose[305]. Différents clones de cellules BTC (B-tumor cell) provenant de souris
transgéniques, montrent une sécrétion régulée d’insuline en réponse a des concentrations infra-
physiologiques de glucose[307]. La réduction de l'expression de 1'hexokinase dans ces cellules
BTC a également permis d’obtenir la stimulation de la sécrétion d’insuline par des concentrations
de glucose physiologiques[302]. Il semble donc que I’expression conjointe et stable du GLUT2
et de la glucokinase, associée a la réduction de I'expression de l'hexokinase et du GLUTI,
pourrait permettre & une lignée cellulaire une sécrétion d’insuline adaptée a la concentration du
glucose. Malgré ces indéniables progres, la fonction de telles cellules in vivo et leur capacité a

normaliser la glycémie chez des animaux diabétiques restent encore & démontrer.

I.2. La néogenése de tissu endocrine pancréatique in vitro

L’induction de la prolifération in vitro du tissu endocrine humain disponible et la néoformation
d’ilots, pourrait permettre I’augmentation de la masse de tissu disponible pour la &ansplantation.
Deux mécanismes peuvent aboutir 2 'amplification de la masse cellulaire, d’une part par
I’augmentation de la taille des cellules (hypertrophie) dont I’application potentielle semble
cependant limitée, et d’autre part par I’augmentation du nombre des cellules (hyperplasie).
L’hyperplasie, qui apparait comme la solution la plus réaliste pour obtenir ’amplification in vitro

du tissu endocrine pancréatique humain, peut €tre envisagée par trois voies différentes : la
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division ou la réplication de cellules différenciées préexistantes, la différenciation des cellules
endocrines a partir d'une cellule souche précurseur, et, par la transformation ou

transdifférenciation de cellules différenciées d’un autre type [308].

1.3. Prolifération des cellules différenciées du pancréas endocrine humain

Les ilots de Langerhans adultes sont composés de cellules hautement différenciées dont ’activité
mitotique est trés faible[309]. Chez le rongeur, le renouvellement quotidien des cellules B qui est
supérieur & 10% chez le foetus[310], est compris entre 3 et 10 % a la naissance[310,311], et
diminue avec I’4ge pour atteindre 0,5%(311] & 3% [312-314] a I'Age adulte. Les cellules B ne
proliférent pas en culture dans les milieux liquides traditionnels. Quelques rapports dans la
littérature font cependant état d'une prolifération des cellules B, en présence de prolactine et de
lactogenes placentaires[315,316]. L'hormone de croissance est également mitogene pour les
cellules B de rongeurs[207,317] mais, pour l'instant, peu d'effets ont pu ére observés sur les
ilots humains. Bien que le facteur de croissance des hépatocytes (HGF) semble pouvoir induire
une prolifération des cellules B adultes humaines cultivées en monocouche [318], il n’a pas
d'effet sur la croissance des ilots de Langerhans humains adultes cultivés en suspension[319]. La
prolifération des ilots de rongeur a également ét€ observée lors de la culture dans une matrice de
collagéne[320] ou en présence d’'un facteur sécrété par 1'épithélium canalaire
pancréatique[321,322]. Au total, bien que I’amplification de la masse d'ilots soit devenue le
theme de nombreux travaux expérimentaux, les techniques classiques de prolifération cellulaire a
I’aide de facteurs de croissance, n'ont pas permis d’induire une augmentation significative de la

masse de cellules endocrines pancréatiques humaines par hypertrophie ou hyperplasie[207].
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L.4. Embryogenése du pancréas endocrine humain

La compréhension du développement embryonnaire du pancréas et sa reproduction in vitro
pourraient offrir de nouvelles perspectives pour l’induction de la néoformation de tissu

endocrine.

Edouard Laguesse a été le premier a décrire le développement embryologique du pancréas a Lille
en 1893[69,323,324]. C’est lui qui a, le premier, avancé que les flots de Langerhans et les acini
avaient pour origine commune 1’épithélium canalaire: “La glande (pancréatique) de !'embryon est
constituée d'un arbre creux indifférencié formé par un petit nombre de tubes pancréatiques
primitifs sur lequel bourgeonnent et se différencient d'une part les ilots et d'autre part les

acini“‘[325].

Figure 13: Embryogenése du pancréas vue de profil et en coupe, d apreés(326]. 1: Intestin primitif
composé d’ une monocouche cellulaire entourée de membrane basale, il v’ existe alors que trés peu
de cellules mésenchymateuses. 2: Evagination dorsale de I'intestin primitif et accumulation de
cellules mésenchymateuses. Les cellules a glucagon (dessinées en noir) apparaissent au sein de la
paroi épithéliale. 3: Le pancréas est maintenant bien distinct de !'intestion primitif et I'arbre
canalaire s’ organise en lobules. Les cellules endocrines forment des bourgeons (ilots primitifs).
4: Le nombre de digitations de I'arbre canalaire augmentent pour former le tissu exocrine et les
canaux pancréatiques. (voir schéma 1)

Alors que l'origine neuroectodermique (dérivant de la créte neurale) du pancréas endocrine a
longtemps été suspectée en raison des caractéristiques neurales des lots[327], le point de départ

embryologique des ilots et des acini est bien ’endoderme. La glande pancréatique dérive
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initialement d'une évagination dorsale et ventrale de I'intestin primitif, formant ce que I'on appelle
le diverticule primaire dorsal et ventral ou “anlagen‘ (encore appelé “primordia“ ou “diverticula*)
au cours de la cinqui€me semaine de gestation chez I'homme. Cette évagination s’individualise
progressivement pour donner naissance aux canaux pancréatiques. Les .deux ébauches
pancréatiques ventrale et dorsale se développent ensuite indépendamment pour former un réseau
tubulaire autour de leur propre canal excréteur (canal de Wirsung et canal de Santorini). Elles
fusionnent finalement au cours de la 7 semaine, I'ébauche pancréatique ventrale donnant la moitié
inférieure de la téte du pancréas et ’ébauche dorsale donnant la moiti€ supérieure de la téte ainsi

que le corps et la queue du pancréas.

Le développement du tissu pancréatique est la résultat d'interactions entre le mésenchyme et
1'épithélium[328,329]. Avant I'étape d'évagination, 1’épithélium de l'intestin primitif est constitué
d'une seule assise cellulaire entourée d'une membrane basale et de quelques cellules
mesenchymateuses (Figure 13). Au moment de I’évagination de 1'ébauche dorsale, les cellules
mésenchymateuses primitives situées autour de l'intestin et du pancréas, se différencient en
fibroblastes pour former le stroma. Peu de temps apres, les cellules endocrines de type o,
sécrétrices du glucagon, apparaissent dans 1’épithélium de I’ébauche dorsale sous la forme de
cellules protodifférenciées, exprimant les ARNm des protéines de la sécrétion exocrine et des
hormones endocrines{330]. Grice a la modification de 1’axe de leur orientation lors de la division
cellulaire, certaines cellules canalaires filles vont migrer de la lumi€ref326]. Au troisi¢éme mois,
les cellules o se rassemblent ainsi en amas, et forment de petits ilots bourgeonnant au niveau de
I’épithélium canalaire. A la fin du troisi¢éme mois, les bourgeons qui contiennent des cellules o et
O (sécrétant de la somatostatine){331], augmentent de taille en se répliquant entre eux.
Parall¢lement, le réseau canalaire s'organise et 1'organisation en lobules du pancréas devient plus
apparente. La répartition cellulaire dans les canaux se hiérarchise en fonction du niveau dans
I’arbre canalaire, ce qui permet de distinguer, de I’amont vers 1’aval, des cellules canalaires
“intercalées” (intercalated), intralobulaires, interlobulaires et principales. Les acini commencent
également & se développer et a s'organiser autour des lumieres a la fin du troisi¢me mois. Les

canaux intercalés s'entourent d'acini, et les cellules qui les constituent deviennent
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progressivement centroacineuses. Au début du quatrieme mois, les cellules B qui apparaissent de
fagon d’abord dispersée dans 1'épithélium intralobulaire puis intercalée, s'organisent sous la

forme de noyaux compacts, s’entourant de cellules o et & et renfermant peu de vaisseaux, pour
“forrner ce qu’on appelle les ilots primitifs. Au méme moment, les granules de zymogéne
deviennent visibles dans les acini, bien que ceux-ci ne deviendront fonctionnels qu’a la fin du
cinqui¢éme mois. Entre le cinquieme et le sixi¢éme mois, les ilots perdent progressivement leur
apparence compacte (“Mantelinsel*) et les cellules o se dégranulent alors qu’on observe une
infiltration de lymphocytes[328]. A la naissance, la plupart de ces ilots de la premiére génération
auront disparu. Les flots, dits de deuxieme génération qui persisteront apres la naissance et a
I’age adulte, apparaissent & partir du quatritme mois et se forment & partir des cellules
centroacineuses a l’extrémité toute proximale de I’arbre canalaire. Ils possédent une structure
moins compacte et sont sillonnés par de nombreux espaces vasculaires sinueux. L’ordre
d'apparition des différents types de cellules endocrines dans les flots sont ¢, & puis B et PP chez
I'homme[332] et B, o (ou o puis B), & et PP chez le rongeur, mais il reste cependant

controversé[326,333-335].

Bensley and Clark 1914

Shaw and Latimer 1926 EXOCRINE

AN

ENDODERM iy | DUCT | st fLots ’

Laguesse 1893

Schéma 1: Embryogenése du pancréas
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Parallélement a la description de 1’origine endodermique des ilots endocrines du pancréas et de
leur développement a partir de 1’épithélium canalaire, Laguesse avait également défendu une autre
théorie, celle du balancement acino-insulaire. Cette théorie soutenait I’existence de formes de
transition entre l'acinus et I'llot, chaque groupe cellulaire passant successivement de 1’état acineux
a I’état d'ilot endocrine et réciproquement par une sorte de balancement régulier[323,336,337].
C’est ainsi que Laguesse expliquait la dégénérescence des ilots primaires provenant de
I’épithélium canalaire et de 1’apparition d’une seconde génération d'ilots issus d'une
différenciation ou métamorphose des acini[324]. Cette idée était hautement controversée et
Diamare, en 1895, affirmait la nature distincte et indépendante des tissus exocrine et endocrine du
pancréas[338]. Elle a méme rapidement été considérée comme complétement fausse [82,328] et
les observations de structures de transition entre cellules exocrines et endocrines par Laguesse
mises sur le compte de la mauvaise qualité du matériel utilisé. La réalité¢ de ce balancement acino-
insulaire a pourtant ét¢ confirmé ultérieurement dans certaines conditions pathologiques. La
transformation des cellules acineuses en cellules B par dédifférenciation, puis redifférenciation
peut étre induite par l'injection d'alloxan chez le rat{336] et le cobaye[339], I'ischémie du
pancréas[340], ou l'injection de glucose[341]. L’observation de cellules de type transitionnel,
contenant a la fois des granules de zymogene et de sécrétion endocrine, continue d'€tre
régulierement décrite dans la littérature[179,342-348]. Ce mécanisme de balancement et de
transdifférenciation du tissu exocrine en cellules endocrines n’a cependant jamais pu €tre observé

et il ne semble pas qu’il intervienne au cours de 1’embryogenése des ilots.

Les cellules endocrines dérivent donc de l’endoderme et prennent naissance lors du
développement embryonnaire du pancréas au dépend de 1’épithélium canalaire & partir de cellules
souches épithéliales. Ces cellules souches se différencient puis proliférent en se regroupant pour

former les ilots de Langerhans.
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L5. Réactivation a 1’age adulte de la voie embryonnaire de formation des ilots

Des le début du siecle, la réactivation de cette voie embryonnaire a 1'dge adulte a pu étre
démontrée chez l'animal apreés la ligature[325,349-351], la cautérisation[352] du canal de
Wirsung, la pancréatectomie partielle[351], ou chez I’animal diabétique[353]. Ces conditions
expérimentales provoquent toutes la régénération du pancréas par l'intermédiaire d’une
différenciation de 1’épithélium canalaire en flots et en tissu exocrine, suivi d'une réplication des
cellules pancréatiques différenciées, et aboutissent enfin a la néoformation d’ilots endocrines. Ces
résultats qui reproduisent la voie embryonnaire de formation des ilots ont permis de conclure 2 la
persistance dans le pancréas mature de cellules épithéliales canalaires capables de différenciation
sous I’action de certains stimuli. En raison de ses implications potentielles pour le traitement du
diabete insulino-dépendant, ce phénomene de néoformation d’ilots 2 I’dge adulte a été le sujet de
nombreux travaux récents. Différents modeles expérimentaux ont permis de confirmer et de

préciser les mécanismes de cette réactivation de la voie embryonnaire (voir schéma 2).

PARTIAL OBSTRUCTION

TGF a / GASTRIN TRANSGENIC MICE Rosenberg 1083
Bonner-Weir 1993
FOETALMESENCHYMA
EXOCRINE AMESENC

ENDODERM ——

ILOTS !

90% PANCREATECTOMY
Bonner-Weir 1993

ISLET DESTRUCTION in IFN § Transgenic mice
Sarvetnick 1993

Schéma 2 : Régénération des flots in vivo
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I.5.1. Ligature du canal pancréatique

Des 1900, Schulze[349,351] a montré que lorsqu’on lie une partie des canaux pancréatiques chez
le cobaye, le tissu exocrine dégénere alors que les ilots restent intacts. Ces résultats ont pu &tre
répétés chez le lapin par Ssobloew[354] et par Laguesse et Gontier La Robhe qui ont confirmé la
persistance des flots jusqu’a 3 mois apreés la ligature[350] et montrer la néoformation de
nouveaux ilots sur le mode embryonnaire “Aprés l'atrophie des acini, l'arbre excréteur persiste
reprenant dés le premier mois des caractéristiques embryonnaires analogues d ceux des tubes
pancréatiques primitifs indifférenciés. Au deuxiéme mois, ces nouveaux tubes primitifs
bourgeonnent comme chez l'embryon pour donner de nouveaux tlots primaires et de nouveaux
acini avec réapparition de zymogéne. Ces ‘pseudo acini’, donnent naissance a la deuxiéme

génération d'ilots[325] “.

Depuis, de nombreux autres investigateurs[350,354-357] ont confirmé la régénération des ilots
qui s’observe apres la ligature partielle du canal de Wirsung au sein d’une glande pancréatique,
dont le tissu acineux est atrophié mais dont I’arbre canalaire reste intact et s’hypertrophie pour
constituer rapidement les deux tiers du tissu pancréatique. La disparition des cellules acineuses
semble s'expliquer par une mort cellulaire programmée ou apoptose[358]. L’expansion
concomitante de 1’épithélium canalaire pourrait provenir a la fois d'une dédifférenciation des
cellules acineuses[359,360] et de la prolifération des cellules canalaires [356,357]. Les ilots
néoformés se forment ensuite aux dépens de cet épithélium canalaire par différenciation[361].
Chez le chien la ligature du canal de Wirsung prévient le diabéte aprés une pancréatectomie de
75%[362] Chez I'homme, la régénération des cellules endocrines observée apres certains cas
d'occlusion du canal pancréatique provoquée par un calcul biliaire, ur carcinome ou la

mucoviscidose, s’accompagne d’une hypoglycémie (syndrome de Herxheimer-Mansfeld)[363].
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1.5.2. La compression du pancréas

La compression de la téte du pancréas par le cellophane, décrite par Rosenberg et al.chez le
hamster[364,365], aboutit 2 une fibrose des canaux pancréatiques principaux. Elle entraine une
obstruction partielle du canal, mais avec une réaction inflammatoire minime sans pancréatite.
Aprés 5 jours, une prolifération des cellules centroacineuses peut étre observée dans les
canalicules proximaux et une néoformation d'ilots apparait, aprés deux semaines, au niveau de
ces canalicules[364]. Contrairement au modele de ligature, cette régénération pancréatique ne
s’accompagne d’aucune atrophie ni de nécrose du tissu pancréatique[365]. La compression du
pancréas améliore sensiblement 1’équilibre glycémique chez des rats rendus diabétiques par la
streptozotocine[366]. Une substance appelée “Ilotropin‘ peut étre extraite du pancréas en cours
de régénération apres compression. Son administration permet de normaliser la glycémie chez des
animaux diabétiques[366,367]. L*“Ilotropin® posséde également des propriétés trophiques pour

I'épithélium canalaire in vivo[367] et in vitro[368] et sa caractérisation est en cours{369].

1.5.3. Pancréatectomie partielle.

Di Mattei a été le premier & mettre au point le modele de pancréatectomie partielle chez le chien en
1885 et a décrire 1’augmentation de l'activité mitotique du pancréas restant[370] qui fut ensuite

confirmée par de nombreux travaux{371-374]

Plus récemment, Bonner-Weir a montré que l’hyperplasie du pancréas qui accompagne la
pancréatectomie partielle est plus importante dans le tissu endocrine que dans le tissu
exocrine[375]. Aprés une pancréatectomie & 90% chez le rat adulte, la réplication des cellules B et
du tissu exocrine augmente de 3 a 4 fois la premiére semaine, et la prolifération des cellules B
reste 2 fois plus élevée que la normale apreés 14 jours[313]. L’indice mitotique des cellules
endocrines et exocrines est respectivement 10 et 4 fois plus important que dans le pancréas
normal[313]. Apres 8 semaines, le poids du reliquat pancréatique correspond a 27% de celui

d’un pancréas normal et la masse de tissu endocrine représente 42% de la masse normale[376].
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Initialement, seule une prolifération des cellules B avait été suspectée, mais Bonner-Weir a pu,
quelques années plus tard, confirmé ’existence d’une deuxiéme voie de formation des cellules au
cours de la régénération du pancréas[343,375,377] : la réactivation de la voie embryonnaire de
formation des cellules endocrines a partir de 1’épithélium canalaire, identique a celle déja décrite
prés d’un siecle auparavant apres ligature du canal de Wirsung[325,350]. La pancréatectomie
s’accompagne d’une prolifération progressive de I'épithélium canalaire dans le canal pancréatique
commun (24 2 36 heures aprés la pancréatectomie), dans le canal principal et les canaux
interlobulaires (36éme heure), puis dans les canaux proximaux (apres la 48¢me heure) et enfin
dans des canalicules nouvellement formés (72éme heure). Dans ces canalicules, une
différenciation des cellules épithéliales en cellules endocrines et exocrines peut €tre observée,
localisée dans ce que 1'on appelle des foyers de différenciation. L'apparition temporaire des ces
foyers 1,5 2 6 j apres PH, suivie de leur disparition, correspond & 1’observation de la croissance
du reliquat pancréatique. Le rdle de ’hyperglycémie initiale, secondaire & la pancréatectomie, sur
la régénération reste encore a déterminer. Elle n’est pas indispensable pour obtenir la régénération
des ilots[378]. Ainsi, la régénération pancréatique apres pancréatectomie partielle s’accompagne
d’une augmentation de la masse du tissu endocrine, d'une part, par la prolifération des cellules 3
différenciées et, d'autre part, par la néogenése de cellules P a partir de la prolifération et de la

différenciation de I’épithélium canalaire.

1.5.4. Destruction chimique du pancréas endocrine

L’atteinte toxique du pancréas peut également conduire a la régénération du tissu
pancréatique[339,356,379,380]. La destruction sélective des cellules B par la streptozotocine
chez des rats nouveaux-nés est suivie d'une rémission spontanée aprés 4 jours[379]. Cette
rémission s'explique par l'apparition de cellules endocrines, contenant de l'insuline, dans le
parenchyme acineux ainsi que dans I'épithélium canalaire, o I'on observe des ilots endocrines
bourgeonnant[376]. D'autre part, chez le hamster, apreés injection de fortes doses de

streptozotocine, une prolifération de 1’épithélium canalaire ainsi que des ilots, permet a 1'animal
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de survivre sauf si ’on corrige I’hyperglycémie par I’administration d’insuline[381]. L’injection
d’alloxan chez le cobaye provoque également une destruction massive des cellules B 24 h apres
l'injection[339]. On observe ensuite une prolifération rapide et dose-dépendante des cellules
survivantes aprés la 482me heure. Cependant, aucun signe d'une néogenese des cellules B a

partir des canalicules n'a pu étre observé[382].

1.5.6. Hyperglycemie

L'infusion continue de glucose entraine une adaptation des cellules B dont le nombre et la taille
augmente de 50% et le taux de réplication 4 a 5 fois[341,383]. D'autre part, 1'administration
d’anticorps anti-insuline[384,385] chez la souris permet une augmentation de 4 4 6 fois de

l'indice de marquage de prolifération des cellules B apres 3 jours. Chez le rat adulte, la
transplantation d'insulinome de rat du New England Deaconness Hospital (NEDH) conduit a une

diminution de la fonction des cellules B endogénes et, aprés explantation, & une augmentation de
leur masse par hypertrophie et prolifération[386]. L’hyperglycémie protege également de 1’état

diabétique les animaux subissant une pancréatectomie partielle a 90% [387].

1.5.7. Thyroxine

L'administration de thyroxine chez le cobaye augmente la masse insulaire de 5 a 6 fois par
hyperplasie et hypertrophie. Elle entraine la néoformation d'ilots a partir de 1’épithélium

canalaire[388].

1.5.8. Souris transgéniques

La souris transgénique représente un excellent modele pour analyser le role des différents facteurs

de croissance ou autres impliqués dans la néoformation des flots. Le transgene étudié est, la
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plupart du temps, placé sous le contrdle transcriptionnel du promoteur du géne de l'insuline
humaine, ce qui permet d'obtenir une expression spécifique de ce transgéne dans les cellules B.
Ainsi, chez les souris BALB/c transgéniques pour I'IFNy développée par
Sarvetnik[16,378,389,390], 1a réponse immunitaire produite par cette lymphokine provoque une
infiltration lymphocytaire des ilots aboutissant & leur destruction rapide et a la diminution de
I'expansion des acini. Cette destruction des ilots s’accompagne d'une prolifération des cellules
épithéliales canalaires qui forment un épithélium cuboide et se réorganisent en complexes
tubulaires[378]. La différenciation des cellules canalaires en cellules endocrines commence au
sein méme de 1’épithélium. Les cellules se rassemblent ensuite pour bourgeonner sous la forme
d’ilots a partir des complexes tubulaires aussi bien au niveau du pdle apical (luminal) que du pole
basal[390]. La division des cellules endocrines contribue également a la reconstitution de la
masse de tissu endocrine détruit[16,389]. La reproduction de ce phénomene chez la souris SCID
transgénique pour ’INFy permet d'affirmer l'indépendance de la destruction des ilots par les

lymphocytes T et B, et suggere plutdt un role potentiel des macrophages[378].

Les souris transgénique pour le TGF-a présentent une métaplasie canalaire par dédifférenciation
des acini et prolifération de ces cellules canalaires néoformées[391]. On note également Ila
présence de cellules qui sont immuoréactives pour l'amylase [392] et possedent une faible
expression de l'insuline[393], caractéristiques de cellules précurseurs, protodifférenciées. Le
caractere précurseur des cellules canalaires a par ailleurs déja été montré par la transdifférenciation
de 'épithélium canalaire en hépatocytes[378,394]. Les souris transgéniques & la fois pour le
TGF-a et la gastrine montrent, une augmentation de la masse d'ilots a 1’age adulte, alors que les
souris transgéniques pour la gastrine seule ont un pancréas normal. Chez ces souris, la gastrine
permet de limiter la prolifération des canalicules induite par le TGF-a seul et de favoriser leur
différenciation en cellules endocrines. D’autre part, on ne peut pas exclure une action synergique
entre la gastrine et le TGF-o sur la différenciation des cellules souches. La co-expression chez

des souris transgéniques du TGF-a et de la gastrine permet donc l'augmentation de la masse

endocrine chez 'adulte sans hyperglycémie ni destruction tissulaire préalable.
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En conclusion, ’ensemble de ces travaux démontrent la possibilit¢ d’induire dans certaines
conditions expérimentales de régénération du pancréas, une néoformation de cellules endocrines
pancréatiques chez I’animal adulte. Cette néogénése de cellules endocrines semble due & la
réactivation de la voie embryonnaire de formation des ilots de Langerhans par la prolifération et la

différenciation de 1’épithélium canalaire.

1.6. Nesidioblastose ou néoformation d'ilots a I’age adulte chez 1'homme

Un phénomene semblable de néoformation de cellules endocrines dans le pancréas mature est
également retrouvé chez ’homme dans certaines conditions pathologiques. La "nesidioblastose”
ou "adénomatose” a été définie comme une entité pathologique en 1938[395]. Il s’agit de la
prolifération disséminée dans le pancréas de cellules endocrines, que ce soit sous la forme de
cellules isolées ou de petits amas de cellules B (ilots) formés aux dépens de 1'épithélium canalaire
intra-acineux. Sur le plan clinique, elle s’accompagne souvent mais pas toujours[396] d’une
hypoglycemie sévére, due a une hypersécrétion d'insuline. C’est une pathologie rare, le plus
souvent observée chez le nouveau-né[323,397-400]. Plus récemment, la nésidioblastose a
également été décrite chez I'adulte dans certaines conditions pathologiques comme le
diabete[353,401,402], la pancréatite chronique[403,404] et I'adénocarcinome du pancréas [344]
ou le pancréas hétérotopique[405], I'obstruction mécanique du canal pancréatique[363], les
tumeurs endocrines du pancréas comme l'insulinome{345,406,407], le gastrinome[346,408-410]
ou le glucagonome[411] et parfois dans le cadre d’une néoplasie endocrinienne multiple[412].
Plus rarement, elle a été décrite chez des patients atteints de la mucoviscidose[413], dans
quelques cas de tératomes pancréatiques, gonadiques ou non{414], ou encore chez des patients
diabétiques traités par les sulfonylurés[415]. Au cours de la nésidioblastose, on retrouve donc
dans le pancréas humain une néoformation des ilots a partir de I’épithélium canalaire par
réactivation de la voie embryonnaire, rigoureusement identique a celle décrite chez ’animal

adulte. Bien que l’existence de la nésidioblastose soit généralement admise, son caractere
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pathologique a ét€ récemment remis en cause[416] par la description de phénomeénes similaires

dans le pancréas sain a différents dges de la vie.

L7. Role de I'environement cellulaire pour 1I’embryogénése

Contrairement a d’autres tissus, comme la glande mammaire et le rein pour lesquels c'est le
mesenchyme qui détermine la cytodifférenciation de I'épithélium, I'épithélium pancréatique,
comme 1’épithélium thymique, se différencie quel que soit le mésenchyme auquel il est associé
(salivaire, pancréatique ou rénal)[417]. Le r6le du mésenchyme pour le développement du
pancréas est attribué a des facteurs solubles ainsi qu'aux composants de la matrice extracellulaire
(MEC) qu’il sécrete (collagene de type I et III, fibronectine et HSPG)[417-420]. Ces composants
mésenchymateux en association avec les composants de la MEC de I'épithélium, comme le
collageéne de type IV notamment, permettent d'orienter les cellules vers la différenciation ou la
prolifération, en réponse a I’action des facteurs solubles [421]. Ainsi, la production par le
mésenchyme d'enzymes de dégradation de la membrane basale (hyaluronidases) localisée au
niveau de l'extrémité des lobules du pancréas, permet ainsi de favoriser localement la
prolifération aux dépens de la différenciation[421]. Ce sont donc les composants de la matrice
extracellulaire et les facteurs solubles mésenchymateux qui déterminent la prolifération,
l'organisation et la différenciation des cellules épithéliales lors de 'embryogenese du pancréas.

De méme, in vitro, 'environement cellulaire, notamment le collagéne et les composants de la
matrice extracellulaire, régulent 'expression génétique ainsi que la fonction, la prolifération et la
différenciation des cellules en réponse aux facteurs de croissance[422-424]. La culture
tridimensionnelle des cellules épithéliales dans le collagéne ou dans une membrane basale, induit
la formation de structures glandulaires pseudo-tissulaires a partir de 1’épithélium mammaire[423]
ou prostatique[425], de  lignées  cellulaires  mammaires[426], de  cellules
d'adénocarcinome[427,428], de lignées de cellules canalaires différenciées[429], de follicules
thyroidiens [430] et d'autres tissus[424,431-433]. En ce qui concerne les ilots de Langerhans, la

culture tridimensionnelle améliore la survie des ilots de rat[434] et des ilots humains[111] en
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permettant leur réorganisation en structure organoide[435,436]. Elle permet aussi la
cytodifférenciation des ilots foetaux et nouveaux-nés[437,438] ainsi que la prolifération cellulaire

dans les ilots adultes de rongeur{320](voir schéma 3).

ILOTS l EXOCRINE i

3-D Culture = ——-r———"" *
(gels de collagene)
\\ u DUCTS
\\\ *
ILOTS

Schéma 3 : Régénération des ilots in vitro

L8. Objectif de I’étude

Les travaux expérimentaux sur la régénération pancréatique chez I’animal, démontre la
persistance dans le pancréas adulte de cellules épithéliales canalaires susceptibies de proliférer et
de se différencier en cellules endocrines 2 la faveur de divers stimuli. Ces cellules épithéliales
précurseurs ou cellules souches, semblent étre ke point de départ de la formation du tissu
endocrine que ce soit au cours du développement embryonnaire ou lors de sa réactivation a 1’dge

adulte.

A la lumiere des observations de la nésidioblastose chez I’homme, il semble que ces cellules
souches existent aussi dans le pancréas adulte humain. L’obtention de 1'expansion de 1'épithélium
canalaire in vitro, suivi de sa différenciation en cellules endocrines et la détermination des
conditions les favorisant, pourraient donc constituer la premiere étape vers la description d’une

nouvelle source illimitée de tissu endocrine humain.
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Le but de ce travail était la reproduction in vitro du phénoméne de la nésidioblastose décrit in
vivo , & partir de préparations d'ilots humains. A 'aide de la culture tridimensionnelle dans des
matrices extra-cellulaires, nous avons tenté d'identifier les conditions permettant d’obtenir in vitro
(1) la prolifération de 1'épithélium canalaire et son organisation en réseaux tubulaires, et (2) la

différenciation des cellules épithéliales en cellules endocrines.
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II. MATERIEL ET METHODES

I1.1. Isolement des ilots

Les préparations d’ilots humains ont €té obtenues & partir de 9 pancréas prélevés chez des
donneurs en état de mort cérébrale 4gé de 23 4 55 ans (age moyen 37 ans), grice a une technique
automatisée de digestion enzymatique suivie d’une purification dans un gradient d’Euro-Ficoll
déja décrites dans la premiére partie. Lorsque la pureté des préparations était inférieure a 80%, les
ilots ont été€ recueillis & la main sous une loupe binoculaire afin de réduire au maximum la

contamination par le tissu exocrine et les fragments canalaires.

I1.2. Culture des ilots dans des matrices extra-cellulaires

Les ilots purifiés ont été cultivés dans un milieu de culture de type RPMI 1640 contenant du

glucose (1g/L.), du sérum de veau foetal (SVF) inactivé(10%), de la nicotinamide (10mM), des

antibiotiques (100pU/mL de penicilline, 100pg/ml de streptomycine, 50pg/mL de gentamycine),
et un antifungique (fungizonelpg/mlL)[130] dans une étuve & 37°C, en présence de 5% CO2.

Apres une nuit de culture, les ilots ont été transférés dans des boites de plastiques (100mm) afin

d'éliminer les fibroblastes qui adhérent plus rapidement que les ilots sur support plastique. Apres

une deuxieéme nuit de culture, les ilots étaient lavés avec du milieu RPMI sans sérum, comptés a

I’aide d’un microscope inversé et remis en suspension a une concentration de 200 ilots/mL dans

les gels suivants :

e collagéne de queue de rat (QR). Le gel était préparé avec 8 volumes (vol) de collagéne de type
I isol€ a partir de queues de rats selon la technique décrite par Montesano [435], en veillant a
éliminer toute contamination par les vaisseaux, 1 vol de bicarbonate de sodium (0,3M) et
hydroxyde de sodium (102 mM) et 1 vol de milieu “Minimum Essential Medium* (MEM,

concentré 10x), afin d'obtenir un pH neutre.
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e collagéne de type I bovin purifié (Vitrogen 100®, Collagen Corporation, Celtrix Luxembourg)
préparé de la méme fagon que le collagéne QR.

e Matrigel (Collaborative Research, Becton Dickinson, France). Le matrigel est une matrice
contenant des constituants de la membrane basale obtenue 2 partir de tumeur d'Engelbreth
Holm Swarm. 11 était utilisé€ sous sa forme commerciale sans modification.

e agarose. L agarose (type I, Sigma, 0,3%) était preparé comme le collagéne QR en substituant
par une solution simple de bicarbonate de sodium (0,3M) la solution de bicarbonate et
d’hydroxyde de sodium.

Apres avoir resuspendu les flots dans les gels, des échantillons de 500 ul étaient déposés dans les

puits de boites en plastique de 24 puits. Apres solidification des gels, 500 pl de milieu de culture

RPMI 1640 (10% ou 20% SVF) étaientt ajoutés dans chaque puit. Pour la culture, les boites

étaient placées dans une étuve & 37°C dans une atmosphére a4 5% de CO2. Le milieu de culture

était remplacé toutes les 48 heures.

I1.3. Evaluation semi-quantitative de la formation des kystes

La formation des kystes dans chacune des matrices a été quantifiée aprés une semaine pour les 9
préparations. La formation des kystes a été quantifiée par une méthode semi-quantitative aprés
une semaine de culture par observation au microscope inversé apres coloration par la dithizone,
un colorant spécifique du zinc complexé a l'insuline et colorant les ilots en rouge[128]. Pour
chaque matrice, 4 puits de chacune des préparations ont été étudiés. Les résultats ont €té exprimés
de la fagon suivante : (0) pas de kystes, (+) < 50 kystes formés, (++) 50 a 100 kystes formés, et

(+++) >100 kystes formés pour 100 ilots.

11.4. Effet des facteurs solubles

Afin de déterminer 1'effet de la nature et de la concentration de sérum sur les cultures, les

préparations de quatre donneurs ont été cultivées dans le collagene QR en présence de 10 % ou de
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20% de SVF (Gibco BRL ou Eurobio, France), de 20% de sérum de porc (Gibco BRL, France),
de cheval (Gibco BRL, France), de humain Type AB (Sigma, France), ou de sérum de rat isolé a
partir du sang de rat[439]. Tous les sérums étaient préalablement décomplémentés par chauffage
a 56°C pendant 30 minutes. La formation des kystes a ét€ quantifiée selon la technique décrite ci-

desssus apres 7 jours.

IL.5. Inhibition de la prolifération

La prolifération cellulaire nécessite la transcription de I’ ADN et de la synthése des protéines. Afin
de confirmer la nature (prolifération) des phénomeénes observés, les préparations de deux
donneurs ont été cultivées dans du collagéne QR et un milieu de culture additionné
d'actinomycine D (0,5 pg/mL)[426], un inhibiteur de la transcription de I'ADN, dissout dans le
dimethylsulfoxyde (DMSO) et un tampon phosphate (PBS), ou de cycloheximide (10pg/ml), un
inhibiteur de la synthése des proteines dissout dans le PBS. Ces deux agents inhibiteurs ont été
ajoutés au milieu de culture (20% SVF) immédiatement apres la mise en culture des ilots dans le
collagéne QR. Des études préliminaires nous ont permis de vérifier que la concentration finale de
DMSO dans les préparations additionnées d’actinomycine (1,1%) était sans effet sur la viabilité

des ilots .

I1.6. Quantification de la prolifération par Il'incorporation de thymidine

La synthese de 'ADN a été évaluée sur les préparations de 4 donneurs cultivées dans le collagéne
QR ou en suspension dans le milieu RPMI en présence de SVF (20%) sur des supports de
polycrylate (Millicell CM, Millipore, France) durant 1 a 11 jours. Dix-huit heures avant le recueil
des ilots, 1uCi/mL de méthyl 3H thymidine (ICN Biomedicals, France) était ajouté dans le milieu
de culture[440]. Pour chaque temps de culture, l'incorporation de thymidine tritiée a ét€ évaluée
dans quatre puits. Apreés 18h d'incorporation, les cellules étaient incubées avec du milieu de

culture contenant de la thymidine froide (10mM) pendant 2h. Les gels de collagene QR étaient
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dissout par 1'addition de d'acide acétique 4,3M pendant 3 minutes & 37°C, puis aprés ringage
dans la solution de Hanks, soniqués pendant 5 secondes dans de 'eau distillé. Pour la mesure de
I'incorporation de thymidine tritiée, deux échantillons de 'homogénat étaient précipités par de
l'acide trichloroacétique (5%) et lavés trois fois dans de I'eau distillée. Les culots étaient
finalement dissout dans en 1 ml d'hydroxyde de sodium 0,5M, et leur radioactivité était

déterminée a I’aide d’un compteur 2 scintillation.

I1.7. Identification des structures kystique

Pour I’analyse histologique, les gels ont ét¢ recueillis et fixés dans une solution de Bouin puis
inclus dans la paraffine. Les études histologiques ont ét¢ réalis€ées sur des coupes de Su
déparaffinisées. Afin d’identifier la nature mésenchymateuse, endocrine, épithéliale ou canalaire
des structures kystiques observées, les préparations cultivées dans le collagéne QR ont été
recueillies apres 7 & 10 jours et étudiées par des techniques immunohistochimiques réalisées sur
des sections adjacentes ou semi-adjacentes. Les dilutions d'anticorps utilisées, ont €&t
préalablement déterminées sur des coupes de pancréas humain inclus en paraffine. Les sites
antigéniques non spécifiques ont été saturés avec du sérum de chevre (10%) non
immunogénique, afin de limiter le bruit de fond lors de la coloration spécifique. Les noyaux des
cellules ont ét€ contrastés par 'hématoxyline de Carazzi. Les coupes ont été¢ marquées a 1’aide
d’anticorps de lapin anti-chromogranine A (Dako,France) pour mettre en évidence les structures
endocrines et notamment les ilots de Langerhans, d'anticorps monoclonal anticytokératine (anti-
keratin 1, Immunotech, France) pour identifier les stuctures épithéliales, d'anticorps de lapin anti-
vimentine (Eurodiagnostic, Holland) pour identifier les fibroblastes et le mésenchyme, et
d'anticorps monoclonal anti-antigéne carbohydrate 19-9 humain (CIS-Biointernational) pour
identifier les cellules canalaires. Aprés incubation avec l'anticorps primaire, les coupes ont été
révélées par une technique ABC avec des réactifs du commerce comprennant un deuxiéme

anticorps anti-souris et anti lapin biotinylé, un complexe péroxydase-streptavidine-biotinylée de

raifort ABC (Dako, France), et un chromogene 3-amino-9 éthylcarbazole. Ces colorations ont été
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effectuées par le Service d'Anatomie Pathologie Cytologique du CHU de Lille (Directeur :

Professeur M Lecomte-Houcke).

IL.8. Caractérisation de la prolifération

La prolifération des structures observées a été étudiée par l'incorporation du Bromo-
déoxyuridine (BrdU) ajouté au milieu de culture 18 heures[441] avant le prélévement des gels.
L’incorporation du BrdU était étudi€e par une technique immunohistochimique sur des coupes
déparaffinisées et lavées dans de ’acide chlohydrique (0,5M, 10 min), afin de permettre 1'acces
de I'anticorps au noyau, et incubées avec un anticorp anti-BrdU (Dako, France) dilué au 1/20 a
température ambiante pendant 3 heures. La révélation était réalisée par la technique streptavidine-
biotine (ABC), effectuée a l'aide d'un kit HistoMark Streptavidin-peroxidase (Kirkegaard &
Perry Laboratoires, KPL Inc., USA), révélée avec le chromogene diaminobenzidine (DAB, DAB

reagent kit, KPL Inc., USA) afin de colorer le noyau des cellules proliférant en marron.

La cinétique de la prolifération cellulaire a ét€ étudiée sur les préparations de trois pancréas,
cultivées dans le collagéne QR en présence de 20% SVF durant 21 jours de culture. Pour chaque
préparation, deux puits ont été utilisés a chacun des temps étudiés. Apres révélation du premier
anticorps anti-BrdU, les coupes étaient incubées en présence d’un deuxiéme anticorps: anticorps
de cochon d’inde anti-insuline (Dako), de lapin anti-glucagon (ICN) ou de lapin anti-
somatostatine (ICN) afin d’effectuer les études de double marquage. Le deuxieéme anticorps était
révélé avec un kit (HistoMark Streptavidin-phosphatase, KPL Inc) utilisant le chromogéne

Phthalored (triaminotrimethylthiphenylmethane).

- 113 -



I1.9. Quantification du CA19-9

La présence de CA 19-9, un marqueur de 1’épithélium canalaire, a ét€ évaluée sur les
prépararations de deux donneurs apreés 7 jours de culture en présence de SVF 20% dans le
collagene QR, dans le Matrigel, ou en suspension dans le RPMI 1640. Le collagéne a ét€ dissout
avec de la collagénase (RPMI contenant 0.5% collagénase type P, Boeringer Mannheim, 0.5%
BSA) et le Matrigel avec la dispase (Collaborative Research). Aprés dissolution des gels, les
cellules ont été lavées et soniquées dans une solution de PBS contenant de 1'albumine bovine
(7%) et de ’EDTA(0,1mM) (4 puits pour chaque condition de culture). La quantité de CA 19-9
contenue dans les cultures a été€ déterminée par une technique radioimmunométrique (kit RIA CA

19-9, CIS biointernational). Les valeurs de CA19-9 sont exprimées en unités pour 100 lots.
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III. RESULTATS

II1.1. Formation des kystes

Deux a cinq jours apres l'inclusion des préparations d’ilots dans le collagéne QR (20%SVF),
nous avons observé la formation de structures kystiques (Planche 9A). Deux types de kystes sont
constarnment observés : des kystes associ€s aux ilots qui se forment dans les ilots ou a leur
périphérie immédiate, et des kystes indépendants qui se développent dans le gel sous la forme de
spheres isolées (Planche 9D). La taille et le nombre de ces kystes augmentent avec la durée de la
culture. Ces kystes ne se forment pas dans le collagéne de type I purifié (Vitrogen) (Planche 9B)
et dans I’agarose (Planche 9C). Par contre, dans le Matrigel (Planche 10), la formation des
kystes est plus importante que dans le collagéne QR. Dés 1 a 3 jours de culture, de multiples
kystes sont observés a la périphérie des ilots ou sous la forme de sphéres isolées.Aprés deux
semaines de culture dans le Matrigel, les kystes s'anastomosent les uns aux autres pour former
un réseau tubulaire complexe qui occupe rapidement I’ensemble de 1’espace en désorganisant les
flots. La Table 12 résume I’évaluation semi-quantitative de la formation des kystes aprés sept

jours de culture dans les différentes matrices.

Table 12: Influence du type de la matrice utilisée sur la
formation des kystes en présence de sérum de veau foetal (20%)

Matrice Formation des kystes
Collagéne QR ++
Matrigel® +++
Vitrogen 100® 0

Agarose 0
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II1.2. Influence des facteurs solubles

Comme le montrent les résultats résumés dans la Table 13, la formation des kystes dépend de la
concentration du sérum et était supérieure avec 20% de SVF. Par contre, la formation des kystes
ne éependait pas du type de sérum utilisé. Elle était identique quelle que soit la provenance

(fournisseur) du sérum de veau foetal et avec les différents types de sérum adultes.

Table 13 : Influence de la concentration et la nature du sérum sur
la formation des kystes dans le collagéne de queue de rat

Sérum Formation des kystes
Type concentration
Fetal calf serum 10% +
Fetal calf serum 20% ++
Pig serum 20% ++
Rat serum 20% ++
Horse serum 20% ++

- 116 -



II1.3. Inhibition de la prolifération

L’inhibition de la synthése de ’ADN et des protéines par l'addition de cycloheximide et
d'actinomycine D a empéché la formation des kystes dans les préparations d'ilots cultivés dans le

collagene QR, méme en présence de concentration élevée de SVF (20%) (Table 14)

Table 14 : Effet de I’addition d’inhibiteurs de la synthése de
I’ADN ou des protéines sur la formation des kystes dans le
collagene QR en présence de SVF (20%)

Inhibiteur Formation des kystes
Aucun ++
Actinomycin D 0
Cycloheximide 0
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II1.4. Incorporation de la thymidine tritiée

La prolifération cellulaire mesurée par l'incorporation de [3H]-thymidine en collagéne QR est
augmentée 3 fois apres 3 jours, 10 fois apres 7 jours, et 14 fois aprés 11 jours de culture par
rapport a la prolifération observée aprés 1 jour de culture (265(75) dpm / 100 flots). Cette
augmentation de la prolifération n’était pas observée dans les préparations cultivées en
suspension sur les supports Millicell (Millipore). La prolifération observée dans le collagéne QR
était significativement supérieure a celle des cultures en suspension des le 7éme jour (P<0,01,
test t de Student). L’incorporation du BrdU a permis de confirmer la localisation de cette

prolifération au niveau des kystes (voir ci dessus).

Incorporation de thymidine (dpm)

5000 |
O Suspension
*k
4000 | @ Coliageéne

3000 |
2000 |-
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9

0 ] ] I !

0 1 2 3 7 11

Figure 14: Incorporation de 3H-thymidine (dpm pour 100 flots) dans les préparations d'tlots
humains cultivés en suspension (Millicell) ou dans le collagéne de queue de rat pendant 11 jours.
Moyenne(esm) de 4 préparations. *: p<0,05, **p<0,01, test t de Student suspension vs
collagéne.
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II1.5. Caractérisation des kystes

Les structures kystiques formées au cours de la culture dans le collagéne QR sont composés
d'une monocouche cellulaire et possedent une lumi€re vide de collagéne (Planche 11). Les
cellules constituant la paroi de ces kystes, proliferent (immunomarquage positif pour le BrdU)
aprés 3 jours de culture, cette prolifération étant rctrouvéé jusqu’a la fin de la période d’étude (3
semaines). En fonction de la durée de la culture et de I'expansion des structures kystiques, les
cellules des kystes passaient progressivement d’une forme de type cylindrique (Planche 11B) a
une forme plus alongée (Planche 11C). Par ailleurs quelques cellules de type fibroblastique

marquées par le BrdU ont été€ également observées.

L’étude en immunohistochimie apres 7 jours de culture, a permis de distinguer nettement les lots
endocrines colorés par la chomogranine A des structures kystiques (Planche 12A). La marquage
des kystes par ’anticorps anti-kératine 1 affirme leur nature épitheliale (Planche 12B). Les kystes
sont également positifs pour le CA19-9 démontrant ainsi leur nature canalaire (Planche 12C).
L'immunomarquage pour la vimentine, un marqueur des fibroblastes, est négatif dans les kystes,

et n’est positif que pour quelques cellules dispersées dans le gel de collagéne.

II1.6. Quantification du CA 19-9

Le CA19-9 dans les préparations d'ilots cultivées pendant 7 jours dans le collagéne QR ( 527(54)
U/100 ilots) était significativement plus €levé que dans les préparations cultivées en suspension
(203(63) U/100 1ilots, p<0,01 test t de Student). La quantité de CA 19-9 dans le Matrigel
(393,1+55U/100 1ilots) n’était pas significativement différente de celle retrouvée dans le

collagene.
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IIL.7. Cytodifférenciation

L’immunomarquage par la chromogranine A permet de mettre en évidence les cellules
neuroendocrines. Nous avons ainsi observé apreés 7 a 10 jours de culture, la présence de cellules
endocrines au sein de I’épithélium canalaire dans les structures kystiques (Planche 12D). Le
marquage de certaines cellules par des anticorps anti-insuline, anti- somatostatine, et anti-
glucagon a confirmé et précisé leur nature endocrine (Planche 12 E). De plus, nous avons
également observé la présence d'amas cellulaires évaginés au niveau du pdle apical de
I'épithélium canalaire vers le collagéne environnant et composés de cellules contenant de

I'insuline, du glucagon (Planche 13).

Quelques cellules positives pour le BrdU étaient retrouvées au niveau de ces bourgeons mais

aucune cellule marquée a la fois par le BrdU et une hormone endocrine n’a pu étre observée.
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IV. DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons pu montré la formation et la prolifération de structures kystiques
épithéliales de nature canalaire, a partir de préparations de pancréas adulte humain cultivées dans
des gels de collagéne. La présence de cellules endocrines isolées au sein de la paroi de
I'épithélium, ou regroupées sous la forme d’amas bourgeonnant au niveau du pdle basal de
I’épithélium canalaire, reproduit in vitro les caractéristiques de la réactivation de la voie
embryonnaire de formation des ilots observés in vivo dans différentes conditions expérimentales
ou pathologiques. La prolifération de I’épithélium canalaire pourrait donc étre la premiére étape de
la néoformation in vitro de tissu endocrine pancréatique humain & partir de préparations d’ilots

humains adultes.

IV.1. Nature des kystes

L'expansion des cellules canalaires est la premiere €tape de la néogenése des ilots observées lors
de I'embryogenése pancréatique[328] et de la régénération du pancréas[343,364]. Les structures
kystiques que nous avons observées in vitro a partir des préparations d'ilots humains adultes
cultivées dans le collagéne, présentent toutes les caractéristiques des structures épithéliales
retrouvéesin vivo au cours de la régénération du pancréas, sous I’action de différentes conditions
expérimentales ou pathologiques[343,364,378]. La morphologie des structures kystiques
formées dans le collagene QR rappelle celle de 1'épithélium de type cuboide des canaux
interlobulaires et intralobulaires[432,442,443]. L’organisation progressive de réseaux tubulatres
observée dans le Matrigel, reproduit le mode de formation de 1’arbre canalaire au cours de
I’embryogenese[443] et de la nésidioblastose[329]. La nature épithéliale et canalaire de ces
structures a €€ confirmée par I’étude immunohistochimique (cytokératine “keratin 1* et CA 19-

9). L’incorporation du BrdU fréquemment observée dans les cellules de ces structures, a montré
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qu’elles étaient responsables de la prolifération cellulaire, détectée dans les cultures par la mesure

de I’incorporation de la thymidine tritiée.

IV.2. Réle de Penvironnement cellulaire
IV.21. Matrice extra-cellulaire

Comme, lors de la régénération du pancréas chez le rongeur[343,364], I'environnement cellulaire
joue une rdle important dans la formation de ces structures kystiques, plutét que dans celle des
canaux plus larges (canal principal) possédant une €pithélium de type cylindrique. L'absence de
formation de kystes dans I’agarose montre que les caractéristiques physiques des matrices tri-
dimensionnelles n’explique pas a elles seules cette prolifération. Nos résultats semblent en
contradiction avec ceux d'autres chercheures[442] qui ont montré une prolifération des cellules
canalaires de rat dans ’agarose contenant du SVF (10%) et de I’insuline. L’élimination de la
plupart des fragments canalaires des préparations d’ilots pourrait expliquer I’absence de
formation des kystes dans notre étude. De méme, l'absence de formation des kystes dans le
collagene de type I bovin purifié (Vitrogen 100) indique le role probable des facteurs permissifs

présents dans le collagéne préparé a partir de queues de rat[426].

L’importance de la formation des kystes dans le Matrigel indique le role essentiel des composants
de la matrice extracellulaire (MEC) et/ou des facteurs de croissances qu’il contient pour le
développement et l'organisation de 1'épithélium canalaire. En plus de nombreux facteurs de
croissance, le Matrigel contient des constituants de la membrane basale en particulier de la
laminine, du collagéne de type IV, de l'entactine, de I'héparane sulfate, et des
protéoglycanes[444] dont I’action respective dans notre modele reste a définir. Cependant, les
composants de la membrane basale et en particulier le collagéne de type IV sont indispensables
au développement du pancréas normal in vivo[445] et aprés la ligature du canal
pancréatique[446]. Dans notre modele, les composants de la matrice pourraient agir directerment

en favorisant I'adhérence, la différenciation, ou la polarit¢ des cellules, ou indirectement en
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augmentant leur receptivité aux facteurs solubles contenus dans le sérum[433]. L'addition des
différents composants comme la laminine de souris (70pg/ml)[424], le collagéne de type IV de
souris (50 pg/ml Collaborative B.), ou bien les deux combinés, aux ilots cultivés en collagéne
purifié (Vitrogen 100) n'a pas abouti au développement des kystes observés en culture de
collagéne non purifi€, méme en présence de 20% SVF. Cependant, l'addition des facteurs de
- croissance et autres composants de la matrice extracellulaire aux cultures dans le Vitrogen 100,

devrait permettre d'identifier les facteurs spécifiques contribuant a la formation de kystes.
IV.2.2. Rdle des facteurs solubles

L’apparition des kystes dans le collagéne QR est étroitement liée a la quantité de sérum présent
dans le milieu, mais ’addition de sérum dans le milieu n’est pas suffisante pour induire leur
formation dans les cultures en suspension. L’absence de différence entre les divers types de
sérum testés, est en faveur de I’action de facteurs sériques peu spécifiques. La formation des
kystes dans le collagéne QR pourrait étre le résultat de l'interaction synergique des facteurs
solubles présents dans les sérums animaux ou dans la préparation d'ilots elle-méme (sécrétion
paracrine) et des composants de la matrice extracellulaire. Nous avons récemment réussi a
reproduire une formation de kystes comparables a ceux observés en 20% SVF dans un milieu
plus défini (RPMI 1640) grice a 'addition de 2,5% SVF en présence d'insuline (5 mg/l), de
transferrine (5 mg/l), et selenium de sodium (1 g/1), et d’EGF. L'omission de I'EGF a abouti a

une formation de kystes moins importante que celle observée en 20% SVF.

Parmi les nombreux facteurs de croissance présents dans le Matrigel (EGF, basic-FGF, NGF,
PDGF, IGF1, TGFp) et qui pourraient expliquer 1’activation de la prolifération dans cette
matrice, on peut évoquer le role probable de 'EGF, qui augmente la prolifération des cellules
canalaires de rongeur[377,432], du tissu foetal de rongeur[438] et la formation des complexes
tubulaires dans le cancer du pancréas chez 'homme[447] ; ou du facteur basique de croissance
des fibroblastes (basic-FGF)[448]. Le facteur de croissance des hépatocytes ou HGF, présent a
I’état de traces dans le Matrigel et dans les cellules, est également impliqué dans la formation de

I’épithélium canalaire[449]. Enfin d'autres facteurs, notamment ceux qui augmentent le taux
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d’ AMP cyclique comme la toxine cholérique, sont capables d’activer le développement de kystes

dans les cultures d’épithélium de rongeur{432].

IV.3. Origine des structures kystiques (voir schéma 4)

Les complexes tubulaires observés in vitro dans notre modeéle, présentent une homologie avec
ceux déja décrits in vivo dans le pancréas embryonnaire[326,392] et au cours de la régénération
du pancréas[355] ou chez la souris transgénique[378,391,450], mais également avec ceux
observés chez I’homme lors de la pancréatite chronique[451], et lors du développement de
carcinomes pancréatiques[452,453]. Il apparait de plus en plus que le développement des
structures/réseaux tubulaires est un phénomene général, non spécifique reflétant une adaptation
du pancréas exocrine, canalaire et acineux[359,451,454-456]. L’origine de ces structures reste
controversée : la prolifération des cellules canalaires existantes [456] et la dédifférenciation du
tissu exocrine caractérisée par la diminution de la hauteur des cellulles, ’accroissement de la taille

de la lumiére et la disparition des granules de zymogeéne([451] ont toutes deux été évoquées.

Malgré une pureté supérieure a 80%, la présence des cellules canalaires (intra ou interlobulaires)
et acineuses est inévitable dans les préparations d'ilots Il est possible que les cellules canalaires
présentes puissent proliférer en réponse a la sécrétion d'insuline paracrine issue des flots ou
contenue dans le sérum et/ou a l'environment permissif du collagéne. Cette prolifération de
I’épithélium conduirait alors a la formation de structures kystiques comme elle a déja été décrite in
vitro [432], et expliquerait ainsi la formation de kystes indépendants des ilots. La formation des
kystes, associ€s aux ilots pourrait résulter d’une prolifération des cellules canalaires associées
aux ilots ou contenues dans les lots. Une telle prolifération a également été décrite in vivo apres
administration du facteur de croissance des kératinocytes ou (KGF), spécifique des cellules
canalaires[457]. L’existence de cellules épithéliales au sein méme des Tlots adultes est

controversée dans la littérature[328,329] mais affirmée par certains auteurs{458].
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La deuxitme possibilité pouvant expliquer [’origine des stuctures kystiques est une
dé(re)différenciation du tissu exocrine in vitro. En effet, les cellules acineuses perdent rapidement
leur différenciation en culture[359,459]. Leur dédifferenciation en cellules de type canalaire a déja
été rapportée chez 1'animal[453,460,461] et plus récemment avec du tissu humain[462]. Le tissu
acineux est inévitablement présent dans les préparations d'ilots sous la forme de fragments isol€s,
mais également a la péripherie des ilots de Langerhans incomplétement dissociés par la
collagénase, en particulier avec les pancréas prélévés chez les jeunes donneurs. Une
dédifférenciation en cellules canalaires des fragments exocrines isolés ou adhérants a la périphérie
des ilots pourrait donner naissance respectivement a des kystes indépendants ou au contact des
ilots. L’addition d'insuline dans les cultures de tissu exocrine de rongeur permet d’obtenir la
formation de quelques petites structures kystiques a la péripherie du tissu exocrine, constituées
probablement de cellules canalaires de type centroacineux[463]. Des structures kystiques
similaires ont également pu étre observées lors de greffes d'illots humains ou de singe chez la
souris immunodéprimée et ont été attribuées a une dédifférenciation du tissu exocrine[109]. Ces
structures ont également ét¢ décrites aprés une greffe d'ilots humains encapsulés dans le tissu
sous-cutanée[66] ou lors de 1a greffe d’ilots chez les souris NOD (A.Charles, communication
personnelle 1995). La description chez 'homme de quelques carcinomes pancréatiques de
phénotype canalaire et d’origine apparemment exocrine renforce 1’hypothése du rdle de la
dédifférenciation dans la néoformation de I’épithélium canalaire[451]. Dans notre modéle
cependant, la culture de tissu exocrine isolé n’a pas permis malgré la présence de sérum (SVF
20%) et d’insuline d’induire la formation des structures canalaires observées avec les

préparations d'ilots.

Parallélement a la dédifférenciation des cellules exocrines, la dédifférenciation des ilots a
également été avancée pour expliquer le développement de structures canalaires observées dans
un adénocarcimone induit par transfection par ’oncogéne “polyoma middle T* d’ilots murins
[464]. Récemment la transformation phénotypique des lots humains cultivés dans le collagene en

cellules canalaires a également été observée[465].
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Schéma 4: Origine des kystes

IV.4. Cytodifférenciation in vitro

La différenciation des cellules endocines est initiée au sein de 1'épithélium canalaire[326] et
l'apparition des cellules endocrines primitives isolées (single primitive islets cells) dans les
canalicules hyperplasiques est normalement suivie de ’évagination des ilots néoformés vers le
tissu environnant [328,364,378,437,466]. La différenciation des rudiments foetaux de rongeur
ou humains, constitués de mésenchyme et d’épithélium foetal est possible en culture et apparait
dépendante de I’environnement cellulaire[319,438,467]. La présence de mésenchyme foetal
permet également la différenciation endocrine de cellules canalaires isolées a partir d’animaux
adultes[468]. De la méme maniere, la différenciation de 1'épithélium mammaire ou vésicale adulte
peut étre également reactivée en présence de mésenchyme foetal[40]. Cette capacité' de
différenciation de D’épithélium en présence de mésenchyme foetal ne dépasse cependant
généralement pas le stade de la protodifférenciation (caractérisé par la présence simultanée d’ARN
messager de type exocrine et endocrine) in vitro[326]. La différenciation compléte en cellules

endocrines nécessite une étape préalable de transplantation in vivo (culture recombinante)[468].
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D’autre auteurs évoquent aussi I'importance d’une stimulation par la pancréatectomie partielle ou

I’hépatectomie réalisée simultanément la transplantation[469].

La présence dans notre modele de cellules isolées contenant des hormones endocrines au sein de
I'épithélium canalaire pourrait é&tre due & une cytodifférenciation. En effet, ces cellules et les
structures évaginées observées au niveau du podle basal de 1'épithélium canalaire sont
rigoureuseusement similaires a celles conduisant a la néoformation d’ilots au cours de
I’embryogenése pancréatiquef326] ou de la régénération du pancréas adulte in
vivo[343,364,470]. La présence de cellules endocrines isolées au sein de 1'épithélium canalaire
dans le pancréas normal a €t€ observé, chez le rat [471,472] et chez 'homme[473] mais elle reste
rare (0,001 a 7%)[474]. Si la culture de fragments canalaires pancréatiques dans le collagéne ou
I’agarose peut aboutir & la formation de structures kystiques identiques a celle que nous avons
observées, la présence de cellules endocrines au sein de ces structures n’a jamais été
rapportée[322,442,463,475,476]. La colocalisation en immunohistochimie des marqueurs
canalaires (cytokératine 19) et les hormones endocrines au sein des structures kystiques
permettrait d’affirmer ’existence d’une cytodifférenciation dans notre modele[477,478].

Les facteurs responsables de la cytodifférenciation de 1'épithélium in vivo ont été au moins en
partie identifiés[346,393,438,468]. Dans notre modele différents facteurs dont la nature et le role
restent a déterminer, pourraient provoquer ou favoriser la cytodifférenciation de I’épithélium
canalaire . La nicotinamide (10mM) qui était ajoutée de fagon courante aux milieux de culture
permet d'induire une différenciation des cellules humaines foetales[467], mais ne semble pas
avoir d’effet direct sur les flots humains adultes[479]. L’IGF-1, omniprésent dans le sérum de
veau foetal est présent dans les cultures d'ilots foetaux[480,481] et exprimé dans le pancréas
régénérant apres pancréatectomie partielle[482]. L'administration de I'IGF 1 a un effet trophique
[481,483,484] ou de maturation sur le pancréas foetal greffé[485]. L’HGF, présent dans les

cellules o, permet d'augmenter la masse des ilots foetaux en culture [319].
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V. CONCLUSION

Bien qu’il soit encore difficile de I'affirmer, les phénomenes observés dans notre modele
semblent présenter les caractéristiques de la réactivation de la voie embryonnaire de néoformation
du tissu endocrine pancréatique: une prolifération de I’épithélium canalaire et son organisation en
réseaux tubulaires complexes, suivies de I’apparition de cellules endocrines isolées au sein de
Pépithélium puis au sein de structures bourgeonnants au niveau du pdle basal de 1’épithélium
(ilots endocrines?). Quelque soit le contingent cellulaire & I’origine de ces structures épithéliales
canalaires et le mécanisme de leur formation (prolifération de cellules souches canalaires ou
dédifférenciation du tissu exocrine), 'induction de leur prolifération et de leur différenciation
pourrait permettre de reproduire la néoformation des celulles endocrines pancréatiques ou
nésidioblastose in vitro. Chez ’homme, la nésidioblastose aboutit & I’augmentation de la masse

du tissu endocrine pancréatique et de sa fonction sécrétoire.

La culiure des préparations de tissu pancréatique humain dans une matrice extracellulaire & base
de collagene et contenant des facteurs de croissance, pourrait donc constituer un moyen nouveau
d’accroitre, in vitro, la masse du tissu endocrine pancréatique disponible pour la transplantation.
La néoformation in vitro de cellules endocrines a partir de cultures des cellules souches

pancréatiques constituerait une source illimitée de cellules humaines sécrétrices d'insuline.
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PLANCHES



Planche 9

Culture des lots humains dans des matrices tridimensionnelles en présence de sérum de veau
foetal (20%) (microscope inversée).
A : Des structures kystiques (fleche) sont apparues a la périphérie des lots humains apreés 3

jours de culture dans le collagene de queue de rat (barre = 50 pm).

B : Culture des ilots humains 7 jours dans le collagéne de type 1 purifi€ : Vitrogen 100 (barre =
50 um).

C : Culture dans I’agarose (0,3%) démontrant la conservation de la forme sphérique du I'lot
apres 15 jours de culture avec absence de fibroblaste (barre = 10 pm).

D : Aspect typique d’une culture dans le collagéne de queue de rat aprés 7 jours montrant la
formation des kystes associés aux ilots ou indépendants (fléche). L’épaisseur du gel empéche

la mise au point simultanée de toute la préparation en microscopie inversée (barre = 100 pm).



Planche 9



Planche 10

Culture des flots humains dans le Matrigel, une matrice tridimensionnelle riche en constituants
de la membrane basale, en présence de sérum de veau foetal (20%) (microscope inversée).
A : Formation de multiple structures kystique a la périphérie des ilots (ou isolées dans le gel,

non visible ici) apres 7 jours de culture (barre = 100 pm).
B : Apres >14 jours de culture dans le Matrigel contenant du SVF (20%), organisation d’un

réseau tubulaire complexe par fusion (fleche) des kystes isolés (barre = 100 pm).
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Planche 11

Localisation de la prolifération dans les préparations d’flots humains cultivés dans le collagéne
de queue de rat contenant du sérum de veau foetal (20%) par incorporation de
Bromodéoxyuridine (barre = 25 pm).

A : Prolifération apres 3 jours de culture présence de cellules marquées (noyaux marrons) a la
périphérie d’un lot et au sein d’un kyste formé aux dépens de I'ilot (fleche).

B : Présence de nombreuses cellules proliférantes (fleche) dans la paroi d’un kyste apreés 5
jours de culture. On peut noter la présence d’une lumiére centrale vide de collagéne (barre = 25
pm).

C : Cellules proliférantes au sein de la paroi d’un grand kyste apres 9 jours de culture (barre =

25 pum).
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Planche 12

Caractérisation immunohistochimique des structures kystiques formées dans les préparations
d’ilots humains cultivés dans le collagéne de queue de rat contenant du sérum de veau foetal
20%).

A : Immunomarquage de la chromogranine A (rouge) démontrant la nature endocrine des trois
ilots, bien distincts des structures kystiques formées aprés 7 jours de culture (coupes

adjacentes, (A-C : barre = 50 um, hématoxyline).

B : Immunomarquage de la cytokératine anti-kératine 1, localisée au niveau des 4 structures
kystiques (fleches) identifiant leur nature épithéliale.

C : Immunomarquage du CA 19-9 démontrant la nature canalaire de ces structures épithéliales.
D : Présence de cellules endocrines isolées, marquées par la chromogranine A (rouge) dans la
paroi des kystes apres 10 jours de culture (barre = 50 um, hématoxyline).

E : Paroi d’un grand kyste immunomarqué pour la somatostatine et la bromodéoxyuridine

apres 20 jours de culture. On peut noter la présence d’une cellule positive pour la somatostatine

(fleche) et des cellules proliférantes a la périphérie du kyste (barre = 25 um, hématoxyline).
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Planche 13

Formation et bourgeonnement d’amas cellulaires évaginés au niveau du pole apical des kystes
apres 10 jours de culture dans le collagéne de queue de rat contenant du sérum de veau foetal
(20%).

A : Immunomarquage pour le BrdU. A proximité d’un kyste de diamé¢tre important contenant
dans sa paroi de nombreuse cellules proliférantes (t€te de fléches), on observe un kyste

présentant un bourgeonnement (étoile) (barre = 50 im, hématoxyline).

B :Agrandissement du bourgeon doublement marqué pour I’insuline (rouge) et le BrdU
(fleche) (barre = 25 um, hématoxyline).

C : Agrandissement du bourgeon doublement marqué pour la somatostatine (marquage négatif)
et le BrdU (fleche) (barre = 10 wm, hématoxyline).

D : Agrandissement du bourgeon doublement marqué pour le glucagon (rouge) et le BrdU
(fleche) (barre = 10 wm, hématoxyline). Aucune cellule marquée a la fois par le BrdU et un

hormone endocrine n’a pu €tre observée.
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Induction of Cerebral Death in Slaughterhouse Pigs Facilitates
Pancreas Harvesting for Islet Isolation

J. Kerr-Conte, F. Pattou, C. Hober, A. Ple, M. Riquier, C. Proye, and J. Lefebvre

HE MASS ISOLATION of pig islets has been de-
scribed'; however, to date only a few teams in the
world have succeeded in isolating porcine islets in a
reproducible fashion.?> Among the numerous factors af-
fecting pig islet isolation, prolonged warm ischemia time
(WIT; > 10 minutes) associated with the habitual slaugh-
tering process (electric shock—induced cardiac arrest) has a
direct effect on islet isolation yield.* The best isolation
results are obtained from pancreata harvested from live
animals.!>® The aim of this study was to propose an
alternative to the habitual slaughtering process, which
improves pig pancreas procurement for islet isolation by
providing a minimum WIT, compatibility with slaughter-
house conditions, and conformity with ethical and veteri-
nary regulations. In this study we evaluate the isolation of
islets after pancreas harvesting from slaughterhouse pigs
after the induction of cerebral death.

MATERIALS AND METHODS

Twenty pancreata were harvested at the local slaughterhouse
from adult Large White pigs (150-200 kg) using a technique
developed in accordance with veterinary authorities. Cerebral
death was first induced with a metal siug shot to the forehead.
tollowed by rapid mechanical decerebration. Heart-beating, cere-
brally dead animals were then suspended by the back paw to
facilitate exenteration. A sterile dissection of the pancreatic tail
was rapidly performed ex vivo. and the gland was cooled in
Eurocollins after a brief disinfection in Betadine (20% solution).®
Isolation of pig islets was performed according to the semiauto-
mated method previously described. with the following modifica-
tions. After extensive dissection. the blood-free splenic portion of
the pancreas was distended with 300 mL of a heuted (32°C)
solution of Hanks' solution containing 3.7 mmol’'L CaCl, and
collagenase (Boehringer Mannheim Type P. 1.4 mg/mL). Mechan-
ical agitation was initiated after 9 minutes of the digestion phase
(recirculation) and was performed for 10 seconds every minute
(one oscillation/2 s, 12 cm), and 20 s/minutes during the dilution
phase. The temperature was regulated at 37°C by way of a 50°C
water bath. The digestion phase was halted when large numbers
(10-15) of free islets were observed in three consecutive digestate
samples taken at l-minute intervals. After centrifugation of the
suspension, the final digestate was suspended in the University of
Wisconsin solution for 45 minutes before mass purification using
discontinuous Euroficoll gradient centrifugation in the COBE 2991
(COBE Inc. Lakewood. Colo). To optimize purification, a Euro-
ficoll test gradient (1.112, 1.104, 1.097, 1.091, 1.091, 1.081, 1.051,
1.051, and 1.037 g/cm?, Hanks') was performed for each manipu-
lation to select the densities to be used in the COBE 29+ 1. Purified
islets were cultivated in RPMI-1640 1 g/L glucose witl, 10% fetal
calf serum, 10 mmol/L niacinamide. and antibiotics as described.®
Samples (50 uL) were taken from the final digestate resuspended
in University of Wisconsin solution and after digestate purification
in order to quantitatively assess the islets.” Functional (perifusion)

614

Fig 1.

Pig islets after purification.

and morphoiogical (immunohistochemistry) characteristics of the
purified islets were evaluated after 72 or 0 hours of culture.
respectively. In perifusion experiments. the stimulation index was
calculated as insulin secretion after stimulation with 3.0 g/L
glucose or 3.0 g’L. glucose plus theophylline (10 mmol/L) com-
pared with basal secretion in the presence of 0.6 g/L giucose ina
Krebs Ringer bicarbonate solution (0.55% bovine serum albumin).®
All resuits are reported as means = SEM.

RESULTS

After induction of cerebral death, the animals remained
heart beating until the moment of exenteration. In all 20
isolations, WIT beginning only at evisceration was 2 to 4
minutes in duration. Cold ischemia time was approxi-
mately 2 hours in duration. The results obtained from 20
consecutive isolations are presented in Table 1. The isola-
tion of 564.000 = 88.624 islets corresponding to 7186 x 914
islets/g was obtained. The total number of islet equivalents
(IE; islet of 150 um) was 490.860 = 70.770 total IE (5579 =
686 IE/g), with an isolation index of 1.01, demonstrating
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INDUCTION OF PORCINE CEREBRAL DEATH 615
Table 1. Resuits of Pig islet Isolation and Purification
Isiets Isiets/g IE IE/g Index
Isolation (n = 20) 564,610 * 88,624 7,186 = 914 480,860 = 70,770 5,579 = 686 1.01 = 0.16
Purification (n = 12) 261,180 = 47,987 3,377 = 597 242,340 + 46,208 3,416 = 606 0.96 = 0.08

Values are means = SEM.
IE, 150 um islet equivalent.

that the isolated islets were intact (60 to 500 mm) and not
fragmented (< 50 mm). After purification of the totality of
the digestate with COBE 2991 (last 12 isolations), 261,180
+ 47,987 islets were recovered (46%) or 242,340 = 46,208
IE (49% 1E) were recovered. Purity of the preparation
varied from 80% to 95% (Fig 1). The isolation index after
purification of 0.96 demonstrates recovery of intact islets.
The islets showed positive immunohistochemical reactiv-
ity for insulin, glugacon, somatostatin, and pancreatic
polypeptide. Stimulation secretion studies demonstrated a
variable basal insulin secretion between isolations (77.8 =
17.9 uU insulin/min/200 IE, n = 5 manipulations). The
response of islets cultivated for 72 hours to glucose (3.0
g/L) in a Kreb’s Ringer bicarbonate solution varied be-
tween 1.2- and 3.8-fold higher than the basal rate (mean
stimulation index 1.38 = 0.4, n = 5). In contrast. 3.0 g’'L
glucose plus theophylline resulted in a biphasic stimulation
with 1.5- to 5.8-fold greater insulin secretion than with
basal levels (mean 1.7 = 0.9, n = $).

DISCUSSION

The first successful islet isolation results were obtained
after pancreas procurement from living heart-beating ani-
mals (WIT 0 minutes: 690.000 isiets/pancreas and 405,000
IE).! Prolonged WITs (18 to 20 minutes) have been shown
to directly reduce the isolation yield to approximately 20%%
of those found in living donors.* Using the same islet
isolation technique, other groups® have reported WIT in
the range of 8 to 1S minutes. with islet isolation yields of
374.612 total islets (281,922 IE) or 54% (69% of IE) of the

results achieved with 0 hours WIT. In this study, using an
alternative technique for slaughtering pigs, the induction of
cerebral death before pancreas harvesting, we succeeded
in decreasing WIT to <4 minutes and obtained islet
isolation results equivalent (82% total islets and 1209 IE)
to those reported with 0 hours WIT.

The induction of brain death before pig pancreas har-
vesting successfully reduced WIT (<4 minutes), was eas-
ily performed in slaughterhouse conditions, and was in
accordance with ethical concerns. The procurement of
pancreata under these conditions allowed us to achieve
consistent quantitative and qualitative mass pig islet isola-
tion. Definitive assessment of islet quality after allotrans-
plantation in pigs is currently underway in our laboratory.
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Simple Dithizone-Stained Multilayer Test for Selection of Density
Gradient Before Human Islet Mass Purification

J. Kerr-Conte, F. Pattou, Y. Xia, C. Proye, and J. Lefebvre

SOPYKNIC centrifugation in Euro-Ficoll discontinuous
gradients is commonly used for human islet purification.
The habitually described method uses three or four defined
density layers (1.108 g/mL, 1.091 Hanks balanced saits
[HBSS] or 1.108, 1.096, 1.037 HBSS with islet recovery in
the 1.091/HBSS or 1.096/1.037 interfaces. respectively.'~*
The major drawback to this method is the great variability
in islet purity from one donor to another. Indeed densities
of islet and exocrine tissue are a function of diverse
conditions (eg, donor status. preservation time. digestion
quality).”

In this study. we describe a dithizone-stained. multilaver
test gradient allowing rapid visual determination of human
islet density and consequently, a more accurate selection of
density lavers for mass purification of individual prepara-
tions in the Cobe 2991.

MATERIALS AND METHODS

Pancreata were obtained from brain deuad patients during multior-
gan harvesting procedures {n.= 16 consecutive pancreata). Pan-
creata have been perfused in situ and preserved with University of
Wisconsin (UW) or Euro-Collins solution. UW was impiemented
when preservation time exceeded 10 hours. Following dissection
and distension with a collagenase solution (collagenase Tvpe P 2.25
to 4 mg/mL. Boehringer Mannheim. 3.7 mmol/L CaCl.,). pancreata
were digested in the presence of DNase (250 U/mL) with an
automated method as previously described by Ricordi et al.” The
tinal digest was resuspended in UW solution until purification
(25 minutes).” An aliquot of digestate (1 mL) was placed in a
conical transparent tube (15 mL). colored with dithizone (1 mL. 0.3
mg:mL). and centrifuged (1 minute. 80g). The pellet was resus-
pended in 1,108 (4 mL) Euro-Ficoll and six successive Euro-Ficoll
tavers (1 mL) of previously measured density—1.104. 1.096. 1.091.
1.O81. 1.0S1. 1.037 and HBSS—were deposited. Following centrif-
ugation (15 minutes. 800g) the layers containing colored islets were
visually detected and harvested with a Pasteur pipette for rapid
purity assessment in an inverted microscope. Results of this test
gradient further allowed the determination of the optimal Euro-
Ficoll layers for mass purification of the preparation in the Cobe
2991. Prior to and after purification. isolation vields were deter-
mined from two 30-pL samples and arc expressed in islet and islet
equivalent (IE). The percentage of recovery of IE after purification
(total IE after purification/total IE before purification X 100) was
determined. Following purification. islets were placed in RPMI
1640 (1 g/L glucose) containing 10% heat inactivated bovine fetal
serum with antibiotics. After 24 hours of culture. viability was
assessed in vitro by insulin secretion following a static incubation in
RPMI 1640 (0.5% bovine serum albumin [BSA]) with different
glucose concentrations (5.0 &/L vs 0.6 g/L). expressed in the form of
a stimulation index.

RESULTS

Human islet isolation program in our laboratory started in
June 1993. The first 16 pancreata were harvested from
donors age 38 + 3 years old (range 22 to 59). Cold ischemia
time averaged 12.4 = 1.7 hours (3 to 32). Results of the test
gradient performed in these 16 consecutive experiments are
reported in Fig 1. No islets were seen in layers HBSS/1.037
and 1.037/1.051. which contained only fat and/or low density
ductal tissue. In all cases with the exception of three poor
digestions (a 24 and 29-vear-old donor and a donor with
chronic pancreatitis). one of the interfaces—1.051/1.081
(9/16) or 1.081/1.091 (4/16)—demonstrated excellent isiet
purity (>90¢%) and accounted for nearly all islets purified.
The remaining islets. often embedded in exocrine, were
tfound in 1.081/1.091 (11 of 16) with purity varying from 5%
to 75%. but rarely in 1.091/1.096 (6 of 16) with a purity
always inferior to 30%. and only 2 of 16 in 1.096/1.103 with
a purity inferior to 10%. When islets were predominantly
found in the 1.081.1.091. generally few islets were found in
the 1.037/1.051 laver with fat/ductal tragments. The top and
bottom lavers of the interfaces were choosen tor mass islet
purification with respect to the test gradient results to
obtain the highest purity. The top laver of the interface was
1.051 in all procedures but two (1.081): the bottom laver
was 1.091 in eight. 1081 in five. and 1.096 in threc.
Confirmation that coloration of human islets with dithizone
did not alter their inherent density was determined using
parallel test gradients with digestate alone. and following
coloration. Mean vield = SEM of isolation before purifica-
tion was 318 = 37 x 107 islets (5367 = 624 islets/g) and
245 = 33 X 107 IE (4296 = 672 IE g). After purification it
was 188 = 32 x 107 islets (3112 = 476 islets/g) and 115 =
15 x 107 IE (1893 = 285 IE:). Islet recovery index was
55 = 6% (range 12 to 997¢). Purity of the final prepara-
tion was superior to 85%¢ in all cases that had satisfving test
gradients. In the three instances of poor digestion where no
optimal layer was determined in the test gradient, purity
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Fig 1. Test gradients performed before mass purification in 16 consecutive human istet isolation (. low density ductal fragments;

~ islets, o: exocrine tissue).

was inferior to 30 and vield was under 60.000 IE. Static
incubation with high glucose confirmed insulin secretion
and viability of purified islets (mean stimulation index =
SEM: 26 = 05.n = 3).

DISCUSSION

Islet purification prior to transplantation has been experi-
mentally shown to reduce their immunogenicity™ and to
increase islet impluntation following grafting.” Purification
of islet preparations also increases the satety of the trans-
plantation.” Therefore purification is used before clinical
transplantation in all centers with the exception of one.'”
Among the different islet purification techniyues available.”
isopvknic centrifugation in Euro-Ficoll discontinuous gra-
dient hus been used in most successtul clinical islet trans-
plantation trials.'”* Habitually three” or four'* different
density lavers are systematically used: 1108/ 1.091/HBSS
and 1.108/1.096,1.037/HBSS with islet recovery. respec-
tively, in the 1.096/1.037 and 1.091/HBSS. However. the
reported purity of the preparations described in the above-
mentioned studies varies between donors and may range
from 25% to 95%%."" The density of islet and exocrine tissue
is altered by different conditions such as donor status or
age.'” harvesting,'? or preservation'* conditions, which can
influence the digestion qualitv and therefore the purifica-
tion yield. Poor digestion and a high rate of embedded islets
with increased density lead invariably to poor purification.
As shown in this study. the density of islet and exocrine
tissue as well as their purity at each interface are variable in
cach donor pancreas and thus fixed density lavers cannot be

blindly applied. Continuous test gradient for each prepara-
tion has been proposed for discontinuous BSA gradients.”
A similar continuous test gradient is not relevant for”
Euro-Ficoll discontinuous gradients because of osmotic
variation.” Because of the impracticality of multiple discon-
tinuous test gradients.'™' no test gradient is habitually
performed.'™* However. the multilaver test gradient de-
scribed here has allowed us to precisely determine the islet
density for each isolation. In addition. staining of the
preparation prior to introduction of Euro-Ficoll facilitates
casy retrieval of numerous interfaces and rapid assessment
of purity in an inverted microscope. This simple and rapid
technique was easilv performed during the isolation proce-
dure and allows selection of lavers of the islet recovery
interface—top laver (1.037 or LO51) to avoid contamina-
tion with fat and ductal tissue and bottom layer to privilege
purity (1.U81 or 1.09Y1) or vield (1.091 or 1.096)—theretore
tailoring the mass purification results to each preparation
according to the desired application: optimize the purity for
experimental studies or maximize the vield for transplanta-
tion.
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ISLET OF LANGERHANS TRANSPLANTATION STUDIES: EMBEDDING OF CELL AGGREGATES
IN BIOLOGICAL GLUE. J.Kerr-Conte, F.Pattou, C.Hober, C.Proye, B.Boilly, J.Lefebvre. Laboratoires
d'Endocrinologie Expérimentale (Centre Oscar Lambret - CHRU) et de Biologie du Développement (UST Lille I)
59037 LILLE, France

Existing histological techniques for processing cellular aggregrate cell types (islets of Langerhans diameter 50-500y)
include cellular dissaggregation with cytocentrifugation, the squash technique, and paraftin embedding with cell
aggregrate sectioning. The former two require small cell numbers but disrupt the native cellular structure making
precise morphological studies difficult. The routine, automated paraffin embedding procedures necessitate a
minimum (3 mm) cellular pellet. This manditory cell mass requirement limits the variety of culture studies one can
perform on non-proliferating cell types following a given isolation (600-1000 islets/ rat), and demands the use of
large dishes or the combination of several wells, that often make expensive growth factor studies financially
unfeasible. Merhods: In these studies small quantities of cells (10-30 cultured islets) in one well (of a 24 well
dish) were fixed (aqueous Bouin, 24h), washed twice (ddH20), and the cellular pellet was mixed with a small
volume (30-50u) biological glue (Biocol*, Bio-Transfusion, France). Following clot solidification, an additional
100 ¢] of Biocol* was added to the clot to achieve the critical size required. Clots were then processed with the
routine, automated histological procedures. Biocol* clots were resistant to all steps including dehydration, xylene
treatment, paraffin embedding, and sectioning. Double immunohistochemical markage techniques were performed.
Kesulrs: Rat and fragile pig islets remained intact, and specific cell populations stained positive for insulin,
glucagon, and somatostatin as well as bromodeoxyuridine, identifying the proliferating cell types.  Conclusion:
The-advantages of cell aggregate embedding in biological glue include: reduction of time consuming manual
histological processing of small cellular samples; elimination of the need for large cell numbers thus allowing
histological processing of cell aggregates in individual wells; histochemical evaluation of cell aggregates with
respect to normal cellular morphology.

In addition, the embedding of functional pig islets in biological glue prior to in vivo transplantation is currently
under investigation in our laboratory.
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Ductal Cyst Formation in Adult Human Isiets Three Dimensionziy
Cultured in Collagen Gels : Means to Human Islet Neogenesis

J.A. Kerr-Conte, F. Patton, Y. Xia. C. Prove, B. Boilly, J. Lefebvre.
Cenire Hospialier et Umiversitaire de Lille, Lille, France.

With the limited availability of mature human islet tissue for transplantation,
increasing the mass of islets in vitro has become a foremost goal. In adult
rodents, reactivation of the embryonic pathway allows the neoformation of
1slets via the proliferation and subsequent differentation of the adult ductal
epithelium. Expansion of precursor ductal pancreatic epithelium may
represent the first critical step toward neogenesis of human adult islets in
culture. In this study human islets were cultured in three dimensiona]
collagen gels in association with extracellular matrix (ECM) components
previously shown to induce proliferation of epithelial glandular structures in
a vaniety of cell types.

Methods: Islets from 9 human pancreata (21 to 55 years old), were isolated
with the Semi-Automated method of Ricordi and purified on Euroficoll
gradients in the COBE 2991. Afier 48 hours culture in RPMI 1640 (1g’'L
gic) containing 10% fetal calf serum(FCS), nicotinamide (10 mM) and
antibiotics, purified islets were suspended in rat tail Type 1 collagen,
Matrigel& , or Agarose (0.3%, type I Sigma) (200 islets'm!) and plated Gels
were cultivated in RPMI 1640 containing FCS.

Results: Mean (sem): Islel isolation yielded 296(44) x103 islets (138(18)
x 103 Islet-equivalents) with a purity > 80%. After 2-5 days culture in rat tail
collagen gels the presence of transparent bleb like cysts was observed
contiguous to islets and as isolated spheres. In Matrigel, single cysts
anastamosed together forming large branching tubular complexes. No cysts
were formed in Agarose gels. Cysts were of ductal nature (pancreatic
canalicular marker, CA19-9 positive), composed of a single epithelial cell
layer (cytokeratin positive) with a collagen free lumen. The increased
proliferation (3H thymidine incorporation) observed in collagen gels
between 2-10 days culture was localized to ductal epithelium via BrdU
incorporation in paraffin sections. Furthermore the presence of single
endocrine cells (chromagranin A positive) intercalated between the epithelial
cells of ductal cysts was frequently observed after 7 to 10 days of cuiture.

Conclusion’ Three dimensional culture systems may be a means to the in
vitro regeneration of human pancreatic islets from adult isiet preparations
provoking first an expansion of the adult ductal epithelium followed by its
differention imo endocrine islet cells.
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Dr. Julie Kerr-Conte
Laboratory of Cell Culture
University Hospital

Center of Lille
1l Place de Verdun
Lille 59045
FRANCE

Re: Ms. No. D95-65

Dear Dr. Kerr-Conte:

Your manuscript entitled "DUCTAL CYST FORMATION IN COLLAGEN EMBEDDED
ADULT HUMAN ISLETS: A POTENTIAL MODEL FOR ISLET NEOGENESIS IN VITRO" has been
examined by reviewers and the editors. We find your data to be of interest,
but substantive questions have been raised. Therefore, we are unable to
accept the manuscript for publication in its current form. However, if you
feel that you can satisfactorily respond to each of the issues raised, we
would be pleased to receive a revised manuscript. We cannot, of course,
guarantee eventual publication, but we will give a thoughtfully revised
version careful consideration.

DIABETES has strict editorial page 1limitations. The number of
manuscripts published is, therefore, an inverse function of the length of the
published manuscripts. Please give serious thought to shortening your
revised manuscript as much as possible. 1In the long run it will benefit all
authors.

Please submit four copies of the revised manuscript with the figures
along with four copies of your specific responses to each of the points
raised. The review process will be facilitated if you either modify the
manuscript, or provide a compelling reason for not doing so, in response to
each point. Also, please submit either a 3.5 or 5.25 inch diskette labeled
with the author’s name, manuscript title and number, and the software and
hardware used.

Thank you for submitting your interesting work to DIABETES.

Sincerely,

Michael L. Mcpaniel, Ph.D.
Associate Editor
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