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Préambule 

Le diabète est une maladie touchant plusieurs centaines de millions de 

personnes à travers le monde. L’activité de recherche, sous la direction du 

Professeur Bosco, et en lien avec le Laboratoire de transplantation cellulaire, 

repose sur l’importance des contacts cellulaires dans la sécrétion et la 

biosynthèse hormonales des îlots pancréatiques. 

L’objectif de mon travail de recherche a été de comprendre à deux niveaux 

différents l’impact des contacts cellulaires sur les sécrétions hormonales au sein 

des îlots.  

Ici, dans une première partie bibliographique, je présenterai d’abord 

quelques rappels sur le diabète de type 1 et sur l’allotransplantation d’îlots 

humains pancréatiques. Par la suite, j’exposerai l’avancée de la recherche autour 

des thérapies cellulaires, géniques et d’ingénierie tissulaire dans le diabète de 

type 1. Enfin je ferai un état des lieux sur les connaissances actuelles autour des 

interactions cellulaires dans les îlots et leurs impacts sur l’homéostasie 

glucidique.   

Dans une seconde partie, j’exposerai sous la forme d’un article, le travail 

que j’ai réalisé portant sur l’importance des contacts cellulaires dans la sécrétion 

hormonale d’insuline et de glucagon, in vitro, à partir de cellules primaires de rats. 

 Enfin, je conclurai sur l’apport de mon travail au niveau scientifique et sur 

les perspectives à suivre après ces travaux. 
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Partie 1 : Le diabète, la recherche au service des innovations thérapeutiques 

1. Le pancréas  

1.1 Anatomie 

Le pancréas est un organe annexe du tube digestif, situé dans le rétro-

péritoine entre le duodénum et la rate. Il mesure entre 15 et 25cm de long pour 

un poids de 75 à 100g (1). Il s’agit d’une glande amphicrine avec 85% de tissu 

exocrine, 5% de tissu endocrine, le reste étant surtout de la matrice 

extracellulaire (MEC) et des vaisseaux.  

 

1.2 La fonction exocrine 

La fonction exocrine principale du pancréas est de permettre la digestion 

des nutriments non digérés au niveau de l’estomac. Cela est rendu possible par 

la sécrétion des sucs et enzymes (amylases, lipases, protéases) par les cellules 

acineuses. 

 

1.3 La fonction endocrine 

La partie endocrine est composée des îlots pancréatiques. Ces îlots sont 

décrits pour la première fois en 1869 par Paul Langerhans, et c’est Edouard 

Languesse qui les nomme par la suite îlots de Langerhans en son honneur.   

La fonction endocrine principale du pancréas est de permettre la régulation de la 

glycémie par la sécrétion de différentes hormones (insuline, glucagon et 

somatostatine). Les îlots constituent des agrégats de cellules endocrines, leur 

diamètre pouvant varier entre 100 et 200µm. Chez l’humain, les cellules les plus 

abondantes sont les cellules β productrices d’insuline, puis les cellules α 

productrices de glucagon et enfin les cellules δ productrices de somatostatine. 
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On peut également retrouver, mais en quantité plus faible, les cellules PP 

productrices du polypeptide pancréatique et les cellules ε productrices de 

ghréline.  

 

2. Le diabète 

C’est près de 4000 ans avant J.-C. en Chine que les premiers signes du 

diabète sont décrits : « urine sucrée », « urine de miel ». Par la suite, différents 

noms sont donnés à cette maladie : maladie du sucre, diabète sucré et diabète 

mellitus. Aujourd’hui on peut distinguer deux grands types de diabète :  

le diabète juvénile qualifié aussi de diabète insulinodépendant puis de  

diabète de type 1 (DT1) et le diabète non insulinodépendant appelé aussi diabète 

de type 2 (DT2). 

 

2.1 Epidémiologie 

Le diabète est une préoccupation de santé majeure, avec 463 millions de 

personnes atteintes dans le monde en 2019, et une prévalence estimée à  

700 millions en 2045 (figure 1). En 2019, 4,2 millions de décès sont imputables 

au diabète et les dépenses de santé en lien avec le diabète représentent plus de 

760 milliards USD. Les dépenses de santé des patients diabétiques sont 

estimées comme étant deux fois plus importantes que celles d’un patient  

non diabétique (2). 
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Figure 1. Estimations du nombre d’adultes atteints de diabète (en million) (2) 

 

2.2 Définition 

Le diabète est caractérisé par une hyperglycémie chronique. Il est défini par 

la présence d’au moins un des critères suivant selon l’Organisation Mondiale de 

la Santé  (3) : 

- Glycémie à jeun ≥ 1,26g/L 

- HbA1c ≥ 6,5% 

- Glycémie plasmatique aléatoire ≥ 2g/L 

- Glycémie ≥ 2g/L 2h après un test d’hyperglycémie provoquée per os 
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2.3 Diabète de type 1 

Le DT1 représente 10% des formes de diabète. Dans 75% des cas il est 

détecté chez les enfants ou adolescents (4). Il s’agit d’une maladie auto-immune 

résultant de l’infiltration de macrophages et lymphocytes au sein des îlots et 

favorisant un phénomène inflammatoire qui aboutit à la destruction des cellules 

β. Différents anticorps peuvent être retrouvés : anti acide glutamique 

décarboxylase (GAD), anti tyrosine phosphatase IA2, anti ZnT8 (5,6) pour les 

principaux. La destruction des cellules β induit une forte diminution de la 

production endogène d’insuline, l’hyperglycémie survenant généralement 

lorsque 80 à 90% des cellules β sont détruites (7). Le DT1 est généralement 

découvert à ce stade, de manière brutale devant la présence d’un syndrome 

cardinal pouvant être associé à une crise acido-cétosique (paramètres qui seront 

définis ultérieurement). L’étiologie exacte de la destruction des cellules β reste 

encore aujourd’hui incertaine. Elle pourrait allier différents paramètres : 

- Des prédispositions génétiques 

o Au niveau du complexe majeur d’histocompatibilité de classe 2, 

90% des patients diabétiques vont présenter un génotype HLA 

(human leucoyte antigen) DR3 Q2 ou HLA DR4 Q8 (8) 

- Des facteurs environnementaux  

o Infections virales : enterovirus, coxsackie B virus, rotavirus, 

cytomégalovirus (9,10) 

o Autres : vitamine D, alimentation … (11) 
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2.4 Diabète de type 2 

Le DT2 est la forme la plus fréquente de diabète (90%), et survient 

généralement chez des personnes de plus de 40 ans. La pathogénèse du DT2 

se caractérise par : une insulino-résistance périphérique progressive, une 

diminution de la sensibilité au glucose des cellules β, une altération de la 

production du glucose hépatique et enfin une perte de fonction des cellules β 

pouvant aboutir à un état d’insulino-requérance (12). Différents facteurs de 

risques sont retrouvés dans le DT2 : l’obésité, la surconsommation d’alcool ou 

de tabac, la composition du microbiote intestinal (13); et les prédispositions 

génétiques (n’impliquant pas les HLA contrairement au DT1) qui ont un caractère 

héréditaire plus important que dans le DT1 (14,15).  

 

2.5 Les complications du diabète 

2.5.1 Les complications aiguës 

Au sein des complications aiguës, on peut distinguer des situations liées à 

l’hyperglycémie ou à l’hypoglycémie.  

En absence d’insuline le glucose ne peut pas être stocké, ce qui induit une 

hyperglycémie. Une autre source d’énergie doit donc être trouvée : les acides 

gras libres. Leur métabolisme au niveau du foie engendre la production de corps 

cétoniques, on parle alors de décompensation acido-cétosique du diabète. Cette 

crise acido-cétosique se caractérise par : hyperglycémie importante, cétonémie, 

cétonurie, glycosurie, déshydratation, nausées, polyurie, confusion, coma et 

finalement la mort. Cette complication acido-cétosique survient essentiellement 

en cas de DT1, les patients DT2 ayant une sécrétion d’insuline résiduelle. 
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Associé à cette crise acido-cétosique on peut également retrouver un syndrome 

cardinal (polyuro-polydipsie, perte de poids malgré polyphagie) (16).  

Les patients diabétiques qui reçoivent des traitements hypoglycémiants 

(insuline, sulfamide, glinide) sont à risques d’expérimenter des épisodes 

hypoglycémiques. Ceux-ci se manifestent par différents symptômes : 

transpiration, fatigue, tremblements et vertiges. La plupart des hypoglycémies 

peu sévères peuvent être corrigées par une prise orale de sucre rapide. Mais en 

cas d’hypoglycémie sévère et prolongée, des convulsions peuvent survenir et la 

situation peut évoluer jusqu’au coma et la mort (16). 

 

2.5.2 Les complications chroniques 

Les patients diabétiques, malgré les traitements ont souvent un équilibre 

glycémique qui reste imparfait. Ils expérimentent des épisodes quotidiens 

d’hyperglycémies d’amplitudes variables. Ces épisodes répétés vont au long 

cours induire des lésions micro et macro-vasculaires à l’origine de complications 

(17). 

 

2.5.2.1 Les complications micro-vasculaires 

Les complications micro-vasculaires se caractérisent par une altération de 

la membrane basale des capillaires et de leur perméabilité. Différents types 

d’atteintes peuvent survenir : 

- Néphropathie diabétique : il s’agit d’un processus progressif aboutissant à 

un défaut de filtration du rein, et à une insuffisance rénale. Le diabète 

représente la première cause d’insuffisance rénale terminale dans les 

pays développés (18) 
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- Rétinopathie diabétique : il s’agit d’une atteinte des petits vaisseaux de la 

rétine induisant des micro-thromboses, la formation de nouveaux 

vaisseaux et aboutissant à une altération de la vision pouvant évoluer 

jusqu’à la cécité (19) 

- Neuropathie diabétique : il s’agit d’une atteinte des nerfs périphériques se 

traduisant par une dysautonomie et une hypo-sensitivité (20,21) 

 

2.5.2.2 Les complications macro-vasculaires 

Les lésions macro-vasculaires correspondent à la formation de plaques 

d’athéroscléroses. Ces plaques constituent un risque d’hypo-perfusion des 

membres inférieurs (risque de claudication, ulcères, amputations), 

de cardiomyopathie ischémique, d’accident vasculaire cérébrale et 

d’hypertension par activation du système rénine-angiotensine-aldostérone 

(17,22–24).  

 

3. Les traitements du DT1 

La prise en charge du DT1 est pluridisciplinaire (médecins, pharmaciens, 

infirmiers, prestataires...) et pluri-cite (domicile, ville, hôpital).  

Les recommandations hygiéno-diététiques liées aux risques cardiovasculaires, 

mais également les recommandations spécifiques au diabète (notamment liées 

à l’alimentation) constituent un des piliers de la prise en charge de ces patients. 

 

3.1 L’insulinothérapie 

Avec la découverte de l’insuline en 1921 par Frederick Banting et Charles 

Best (25), le DT1 est passé du stade de maladie aigüe et mortelle, au stade de 
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maladie chronique. Dès 1923 les laboratoires se lancent dans la production 

d’insuline à partir d’extraits de pancréas de porc ou de bœuf, mais de faible 

pureté et engendrant de nombreuses réactions immunitaires. Il a fallu attendre 

les années 80 pour voir arriver sur le marché la première insuline humaine 

synthétique. Depuis l’arsenal thérapeutique des insulines n’a cessé de s’élargir.  

Les patients DT1 reçoivent quotidiennement de l’insuline de manière discontinue 

(stylo à insuline) ou continue (pompe à insuline). Bien que l’insulinothérapie a 

permis une avancée majeure dans la prise en charge des patients DT1 et une 

diminution des complications, elle ne permet pas d’atteindre une euglycémie 

continue (26). Pour les patients diabétiques qui présentent toujours une 

variabilité glycémique importante et qui expérimentent des hypoglycémies 

sévères, il peut être proposé les alternatives suivantes : 

- Un pancréas artificiel : administration d’insuline par pompe en boucle 

fermée, de manière automatisée et régulée par une intelligence artificielle 

(27) 

- Une transplantation 

 

3.2 Transplantation 

Il peut être proposé aux patients diabétiques de remplacer directement la 

source de production endogène d’insuline par la transplantation d’un pancréas 

entier ou par la transplantation d’îlots pancréatiques. 

 

3.2.1 La transplantation de pancréas 

La première transplantation de pancréas a été réalisée en 1966 à 

Minneapolis (28). Depuis lors, de nombreux progrès ont été faits sur la technique 
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de transplantation et d’immunosuppression. Désormais, il est possible d’obtenir 

une insulino-indépendance à 5 ans dans 70% des cas (29). Quoi qu’il en soit, 

cela reste une opération chirurgicale majeure avec de nombreux risques péri et 

post opératoires (hémorragie importante, thrombose aigüe, rejet, pancréatite) 

pouvant induire une perte précoce du greffon et la mort (30,31).  Cette 

transplantation ne peut donc pas être proposée à tous les patients, et la 

transplantation d’îlots apparaît comme étant une alternative acceptable. 

 

3.2.2 La transplantation d’îlots pancréatiques 

La transplantation d’îlots pancréatiques est une technique peu invasive 

(procédure de radiologie interventionnelle) et présentant des risques modérés 

(hémorragies, thromboses, altération des enzymes hépatiques, sténose 

hépatique, hypertension portale) dans 10% des cas (32–35).  

 

3.2.2.1 Technique 

Le processus d’isolement d’îlots est complexe, et regroupe plusieurs 

étapes (figure 2) : 

- Acceptation, réception et préparation du pancréas : les îlots sont obtenus 

à partir du pancréas d’un donneur décédé. Une fois le pancréas réséqué, 

il est acheminé en condition réfrigérée dans un centre d’isolement où il 

sera d’abord nettoyé de l’excès de tissu et désinfecté 

- Digestion du pancréas : l’enzyme de digestion (collagénase) est perfusé 

de manière semi-automatique à 4°C. Ensuite le pancréas est coupé en 

une dizaine de morceaux qui sont placés dans une chambre de digestion 
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à 37°C avec des billes métalliques afin d’avoir une digestion enzymatique 

et mécanique (36) 

- Purification des îlots : la séparation du digestat exocrine des îlots est 

réalisée grâce à la densité différente de ces deux types de tissu. La 

séparation se fait par centrifugation dans un gradient de densité de Ficoll. 

Ensuite la pureté de la préparation et le nombre d’îlots obtenus sont 

quantifiés 

- Mise en culture des îlots : cette étape peut durer d’un à quelques jours, ce 

qui laisse le temps nécessaire à l’organisation de la greffe et l’induction 

immunosuppressive du receveur 

- Conditionnement des îlots et transplantation : le jour de la greffe, les îlots 

sont placés dans une poche de transfert et la transplantation est réalisée 

par infusion des îlots au niveau de la veine porte 

 

Figure 2. Méthode d’isolement des îlots humains pancréatiques  
D’après Diabetes Research Institute, Université de Miami, Robert Margulies, 

2005 
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3.2.2.2 Historique 

La première transplantation d’îlots humains pancréatiques a été effectuée 

à Minneapolis en 1974 (37). Mais il fallut attendre les années 2000 pour avoir 

une première série de 7 patients insulino-indépendants à 1 an de leur 

transplantation grâce à un nouveau protocole dit d’Edmonton (38). Les principaux 

changements menés dans ce protocole par rapport aux précédents sont : une 

immunosuppression sans glucocorticoïde, la transplantation d’une masse 

importante d’îlots à partir de plusieurs donneurs, la mise en place d’un procédé 

standardisé d’isolement d’îlots. A ce jour, avec les améliorations entourant la 

technique d’isolement (sélection du donneur et de l’organe (39,40), les solutions 

de préservation d’organes (41,42), les enzymes de digestion (43,44), la 

technique de purification (45,46) et la culture des îlots (47–49)) et la prise en 

charge péri-transplantatoire avec notamment la suppression des corticoïdes et 

l’adaptation des protocoles d’immunosuppression (38), on observe une insulino-

indépendance de 80% après 1 à 2 injections d’îlots, avec une insulino-

indépendance maintenue à 5 ans pour 50% des patients transplantés (50,51). 

L’induction immunosuppressive correspond actuellement à un traitement par 

anticorps anti-thymocyte pour la première transplantation et anti-IL2 (basiliximab) 

pour les injections suivantes. L’immunosuppression au long cours correspond à 

une association d’inhibiteur de la calcineurine (tacrolimus) et de l’acide 

micophénolique (52). 
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3.2.2.3 Les limites 

Des contraintes techniques et pratiques liées à l’évolution des patients péri 

et post transplantation vont être distinguées.  

Tout d’abord, comme il a récemment été démontré au cours d’une analyse 

de risques (53), le processus d’isolement d’îlots pancréatiques humains regroupe 

de nombreux risques et le taux de réussite des isolements est variable selon les 

centres (20 à 60%) (54). De plus, une des contraintes majeures correspond à la 

disponibilité des pancréas humains. En effet, ces organes proviennent de 

donneurs décédés qui doivent répondre à différents critères (âge, temps 

d’ischémie des organes, valeurs biologiques), ce qui rend leur disponibilité limitée 

(40). 

Par ailleurs, après l’isolement, les îlots perdent leur vascularisation. Une 

fois les îlots infusés au niveau portal, leur revascularisation peut prendre 

plusieurs semaines (55), et durant ce lapse de temps, ils peuvent manquer de 

nutriments et se retrouver en hypoxie (56). Les îlots isolés, en plus de leur  

absence de vascularisation,  sont déconnectés de leur MEC. La vascularisation 

et la MEC étant essentielles à la fonction et la survie (57) des îlots, leur absence 

induit la perte de nombreux îlots.  

Enfin, le foie est actuellement le site préférentiel de transplantation.  

Cette glande représente un environnement pro-inflammatoire et propice à une 

réaction inflammatoire et pro-coagulante précoce (IBMIR : instant blood 

mediated inflammatory reaction) aboutissant à la destruction de 50 à 70% des 

îlots (58–60). En plus de ce phénomène inflammatoire, les îlots peuvent 

également être la cible de la réponse immunitaire à l’origine de rejet (61). Afin 

d’éviter un phénomène de rejet aigu, une induction immunosuppressive est 
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réalisée, avec les risques qui peuvent en résulter comme l’hépatite aiguë (62). 

Puis, afin de prévenir un rejet plus tardif, une immunosuppression au long cours, 

est nécessaire avec également les risques pouvant s’y rapporter 

(lymphoprolifération (63), altération de la fonction rénale et infections (64)). 

 

4. Les pistes de recherche en remplacement et régénération des cellules β 

L’allo-transplantation d’îlots humains pancréatiques a montré des bénéfices 

cliniques chez les patients DT1. Malheureusement, le fait que ces îlots 

proviennent de donneurs décédés, induit une restriction quant à leur disponibilité. 

Pour trouver des alternatives, il existe de nombreuses pistes de recherche 

dans les domaines cellulaire, génique et de l’ingénierie tissulaire. On peut 

distinguer des techniques portant sur le remplacement des cellules β par un 

apport exogène de ces cellules ou d’îlots et des techniques portant sur la 

régénération des cellules β. 

 

4.1 Remplacement des cellules β 

4.1.1 La xénotransplantation 

Une source alternative aux îlots humains pourrait être l’utilisation d’îlots de 

provenance xénogénique tel quel les îlots porcins. L’utilisation de ces îlots 

présente plusieurs difficultés. La réaction de type IBMIR est très présente avec 

les îlots porcins, et différentes pistes sont explorées afin de la réduire (65–67). 

Le risque de transmission de pathogène spécifique, tel que le PERV (porcine 

endogenous retrovirus) est très important, mais est en train d’être maîtrisé par 

des technologies géniques (siRNA = small interferant RNA) (68).  
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Le premier essai de transplantation xénogénique d’îlots a été conduit chez 

l’humain en 2005, il portait sur 12 patients associant des îlots néonataux de porcs 

associés à des cellules de Sertoli, cependant les données précliniques étaient 

insuffisantes (69). Il fallut attendre 2011 pour qu’un nouvel essai clinique en 

Nouvelle-Zélande soit mené chez 14 patients avec des îlots néonataux de porcs 

encapsulés. Cet essai rapporte une diminution des hypoglycémies chez ces 

patients et l’absence de transmission de pathogènes (70,71).  

 

4.1.2 Utilisation de cellules souches 

Comme source importante en thérapie cellulaire on peut trouver des 

cellules souches embryonnaires (ESC = embrionic stem cells) et des cellules 

souches pluripotentes induites (iPSC = induce pluripotent stem cells) qui sont 

définies par leurs pluripotences (capacité d’auto-renouvellement et de 

différenciation). 

L’utilisation des ESC, bien qu’étant reconnue comme ayant le meilleur 

potentiel car pouvant se différencier en cellules des trois feuillets embryonnaires 

(endoderme, mésoderme et ectoderme), continue de se questionner sur le plan 

éthique. Une alternative à l’utilisation des ESC pourrait provenir des iPSC. Les 

iPSC sont obtenues par reprogrammation de cellules somatiques en cellules 

pluripotentes par une méthode virale ou non virale (72), permettant ainsi une 

thérapie personnalisée autologue. A ce jour, il existe de nombreux protocoles 

permettant la différenciation des cellules souches en cellules productrices 

d’insuline.  

L’obtention in vitro de cellules matures productrices d’insuline reste 

actuellement controversée. Les protocoles in vitro aboutissent à l’obtention de 30 
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à 60% de cellules productrices d’insuline : la majorité des cellules restantes ne 

sont pas identifiées et peuvent être des cellules pro-génitrices non différenciées 

(73,74). Il existe encore plusieurs limites à l’utilisation de ces cellules souches : 

- Le profil de sécurité : l’utilisation des rétrovirus afin d’obtenir les iPSC 

induit l’intégration de transgènes pouvant perturber le fonctionnement 

endogène de transcription. L’utilisation de c-Myc comme facteur de 

reprogrammation induit un risque de tumeur, risque de tératome en cas 

de transplantation de cellules non différenciée (75,76). De plus, les iPSC 

présentent une mémoire épigénétique de leur origine somatique pouvant 

affecter leur profil de sécurité (77) 

- L’étiologie exacte du DT1 étant non identifiée, l’utilisation de cellules 

autologues (comme les iPSC) pourrait induire une récurrence immunitaire 

- La présence de cellules polyhormonales : une fois qu’une cellule 

endocrine est à expression polyhormonale, elle ne peut plus se 

différencier en cellule β mature (78). Or, ces cellules à expression 

polyhormonale ne parviennent pas à avoir une sécrétion d’insuline régulée 

en réponse au glucose (79–81) 

- Manque de rendement et d’efficacité des protocoles de différenciation 

- La variation de l’efficacité et la sécurité des protocoles de différenciation 

selon les lignées de ESC (82) ou selon la provenance des iPSC (77,83) 

Enfin, ces protocoles centrés sur l’obtention de cellules β matures, délaissent 

encore trop souvent l’importance des autres types cellulaires de l’îlot. 
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4.1.3 Favoriser la revascularisation des îlots et les protéger de la 

réponse immunitaire 

L’isolement des îlots conduit à la perte de leur vascularisation, innervation 

et contact avec la MEC. Un enjeu majeur pour améliorer l’efficience de la 

transplantation est de favoriser la restauration de ces paramètres, ce qui peut 

être facilité par différents types cellulaires via des techniques de co-culture ou 

d’obtention de pseudo-îlots : 

- Les cellules endothéliales progénitrices peuvent favoriser la 

revascularisation (84) 

- Les neurones cholinergiques peuvent favoriser la ré-innervation (85) 

- Les cellules stromales mesnchymateuses (MSC : Mesenchymal stromal 

cell) et les cellules amniotiques épithéliales (AEC : Amniotic epithelial cell) 

ont des propriétés anti-inflammatoires, immuno-modulatrices et pro-

angiogéniques favorisant les contacts entre les îlots et la MEC (86,87) 

Le recours à une immunosuppression prolongée est un frein majeur au maintien 

de la fonctionnalité des îlots transplantés. A cette fin, l’encapsulation a pour but 

d’empêcher l’accès des cellules et médiateurs immunitaires aux îlots 

transplantés et donc de diminuer le recours à une immunosuppression. Deux 

méthodes d’encapsulation doivent être distinguées : la micro-encapsulation et la 

macro-encapsulation. 
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• Micro-encapsulation 

Cela consiste à enrober de manière individuelle les îlots dans une capsule 

biocompatible de composition variable : alginate, polyéthylène glucose, agarose, 

cellulose (88). L’enjeu majeur de cette technique repose sur la capacité de survie 

des îlots dans un milieu potentiellement hypoxique et en manque de nutriments. 

Les capsules ont donc été progressivement enrichies avec différents éléments 

en vue d’augmenter l’efficience de cette technique :  

- Les relargueurs d’oxygène (89–91) 

- Les nanoparticules ou peptides pouvant relarguer différents facteurs de 

contrôles (92) 

- Les cellules endothéliales progénitrices ou des MSC pouvant être incluses 

dans la composition de la capsule, ou dans la composition des îlots afin 

de promouvoir la vascularisation et l’immuno-modulation (93) 

Pour exemple, le dispositif DiabeCell® correspond à une encapsulation 

d’îlots par triple couches, et ayant montré chez des patients diabétiques une 

diminution des épisodes hypoglycémiques et un bon contrôle glycémique au long 

cours (94). 

• Macro-encapsulation 

Les dispositifs de macro-encapsulation sont conçus pour procurer un 

microenvironnement favorable aux cellules. Contrairement à la technique 

précédente, l’ensemble des îlots devant être transplantés le sont au sein de la 

même capsule. Les dispositifs actuellement en essais cliniques chez l’humain 

regroupent différentes technologies décrites précédemment.  
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Le dispositif de la compagnie ViaCyte (San Diego, Californie, USA), PEC-

EncapTM (ou VC-01TM) en étude de phase I/II (NCT02239354 et NCT03163511) 

regroupe trois technologies : la différenciation d’ESC humaines en endoderme 

puis en progéniteurs pancréatiques (PEC-01) qui seront encapsulés dans un 

hydrogel, et enfin une macro-encapsulation dans le dispositif EncaptraTM (95). 

Le dispositif de la compagnie Beta-O2 Technologies, appelé  

β-air bio-artificial pancreas en essais de phase I/II (NCT02064309) regroupe trois 

technologies : l’utilisation d’îlots humains pancréatiques encapsulés dans deux 

types d’alginates, puis un macro-dispositif en Teflon recouvert d’alginate avec un 

réservoir sous-cutanée approvisionnable en oxygène et permettant l’oxygénation 

du dispositif (95). 

La société Sernova a développé le système Cell PoucheTM actuellement en 

essai de phase I/II (NCT03513939) qui regroupe 2 technologies :  

un dispositif à base de polymère et mimant la MEC afin de favoriser un espace 

de vascularisation dans lequel sera injecté la préparation cellulaire SertolinTM (co-

culture d’îlots humains pancréatiques et de cellules de Sertoli) (88). 

 

4.2 Régénération des cellules β 

La régénération des cellules β est soutenue par différents constats. En effet, 

durant la grossesse ou chez les personnes obèses et insulino-résistantes, une 

augmentation de la masse cellulaire β est observée (96,97). De plus, au cours 

de la vie, il existe une perte continue de cellules β ; hors la masse cellulaire β est 

maintenue stable durant de très nombreuses années (98,99). Très récemment il 

a été montré qu’il est possible de stimuler la réplication des cellules β en stimulant 

spécifiquement leur mitose (100). 
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La trans-différenciation cellulaire représente la modification d’un type 

cellulaire en un autre type cellulaire par exposition à différents facteurs sans 

passer par le stade de cellules pluripotentes contrairement aux iPSC.  

La trans-différenciation repose sur le principe de plasticité cellulaire. Au sein du 

pancréas, les cellules les plus appropriées pour être trans-différenciées en 

cellules β sont : les cellules ductales, les cellules centro-acineuses, les cellules α 

et les cellules δ (101). Cette piste, dont les première preuves pratiques in vivo 

dans un modèle murin date de 2010 (102), est encore très récente.  

Quelques soient les axes de recherche en thérapie cellulaire, génique et de 

l’ingénierie tissulaire, il ne faut pas perdre de vue que les îlots sont des structures 

complexes, soumis à de nombreuses interactions et pouvant être qualifiés de 

mini-organes. 

 

5. Les îlots pancréatiques : microenvironnement, architecture et interactions 

cellulaires 

Les niveaux sanguins des trois principales hormones des îlots (glucagon, 

insuline et somatostatine) oscillent en permanence (103–105). Cela permet chez 

l’humain de maintenir une glycémie autour de 5mM (106). En condition 

d’hyperglycémie une sécrétion d’insuline augmentée et une faible sécrétion de 

glucagon sont observées. Le métabolisme du glucose à l’intérieur des cellules β 

induit une augmentation de l’adénosine triphosphate (ATP), une dépolarisation 

cellulaire, une entrée de Ca2+ et une exocytose des granules d’insuline (107). En 

condition d’hypoglycémie, une faible sécrétion d’insuline et une sécrétion de 

glucagon augmentée sont observées. Les îlots présentent des caractéristiques 
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micro-environnementales et architecturales qui favorisent certaines interactions 

cellulaires spécifiques selon les espèces.  

 

5.1 Le microenvironnement des îlots 

Les îlots étant qualifiés de mini-organes, leur microenvironnement est 

riche et diversifié. 

L’innervation des îlots  va influencer la sécrétion hormonale et le flux 

sanguin (108–110). Les projections axonales suivent les vaisseaux sanguins 

avec une organisation qui diffère selon les espèces. Chez le rongeur :  

le système nerveux parasympathique innerve les cellules α et β, le système 

nerveux sympathique innerve les cellules α et le système nerveux autonome 

innerve les vaisseaux ; chez l’humain le système nerveux sympathique innerve 

les cellules musculaires lisses des vaisseaux et on retrouve peu d’innervation 

parasympathique à l’intérieur des îlots (111,112). 

Alors que les îlots représentent 1 à 2% du pancréas, ils reçoivent 6 à 20% 

de son flux sanguin (113). Chaque îlot est vascularisé par une ou plusieurs 

artérioles (figure 3) permettant ainsi un contrôle optimal de la glycémie (114). Les 

cellules endothéliales ont un rôle important pour le fonctionnement des cellules 

β (115). En effet, en cas de diminution du VEGF-A qu’elles secrètent, on observe 

une diminution de la vascularisation, de l’innervation, une altération de la 

sécrétion d’insuline et une diminution de la sensibilité des cellules au glucose 

(116,117). Les cellules endothéliales ont également un rôle de support pour les 

cellules β en sécrétant différents composants de la MEC (laminine, collagène).  
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Figure 3. Vascularisation des îlots pancréatiques 

 

Dans les îlots, la MEC est essentiellement présente entre les cellules 

endothéliales et les cellules endocrines, formant une (chez le rongeur) ou deux 

(chez l’humain) membranes basales. La destruction de la MEC lors de l’isolement 

d’îlots participe à leur faible survie in vitro ou même après transplantation (118). 

De par sa composition (laminine, fibronectine et facteurs de croissances), la MEC 

participe à l’homéostasie glucidique en permettant le développement du 

pancréas et en participant au fonctionnement régulé des cellules β (113,119).  

 

5.2 Cytoarchitecture et composition cellulaire des îlots 

Les principales cellules composant les îlots (α, β et δ) sont organisées de 

manières spécifiques et espèces dépendantes. Dans les îlots de rongeur, on 

observe un corps de cellules β et un manteau de cellules nonβ (principalement α 

et δ) comme présenté sur la figure 4A. Alors que chez l’humain, les cellules sont 

davantage mixées (figure 4B) (120,121).  
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Figure 4. Photo en microscopie à fluorescence d’îlots isolés de rat et humain 
A : Îlot natif de rat, cellules à insuline en bleu, cellules à glucagon en rouge, cellules à 
somatostatine en vert ; B : Îlot natif humain, cellules à insuline en bleu, cellules à glucagon en 
rouge, cellules à somatostatine en vert ; la barre représente 50µm 
 

En plus de cette architecture spécifique, on retrouve également une 

différence de composition cellulaire entre le rongeur et l’humain : 

- Les cellules β : 70-80% chez le rongeur, 50-60% chez l’humain (122) 

- Les cellules α : 20% chez le rongeur, 30-40% chez l’humain (123,124) 

- Les cellules δ : 6% chez le rongeur, < 10% chez l’humain (125,126) 

Cette différence d’architecture et de composition cellulaire aboutit à deux 

constats : 

- Chez le rongeur, les contacts homotypiques β-β sont favorisés 

- Chez l’humain, les contacts hétérotypiques β-nonβ sont favorisés, avec 

70% des cellules β ayant un contact hétérotypique contre 28% chez le 

rongeur (126,127) 

Cela se traduit par une probabilité d’effets paracrines ou juxtacrines (voir ci-

dessous) entre les cellules α et β plus importante chez l’humain que chez le 

rongeur. 

 

A B 
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5.3 Les interactions cellulaires entre les cellules insulaires 

5.3.1 Les differents types d’interactions 

La juxtacrinie est définie par une interaction directe entre deux cellules 

impliquant des molécules membranaires (128). 

La paracrinie est définie au niveau de l’îlot par la sécrétion par une cellule 

insulaire d’un médiateur soluble agissant sur une autre cellule du même îlot via 

l’espace interstitiel. Plusieurs molécules sont rapidement dégradées dans 

l’espace interstitiel (129–131), ce qui permet de restreindre localement la 

régulation paracrine. Donc pour qu’un signal paracrine existe, il nécessite une 

proximité entre la source et la cible.  

L’autocrinie est définie par la sécrétion d’un médiateur agissant sur la même 

cellule (ou une cellule du même type) via un récepteur spécifique (131).  

D’autres types d’interactions existent au sein des îlots : l’endocrinie, via des 

médiateurs sécrétés dans la circulation sanguine, et les signaux synaptiques 

véhiculés par les neurones. 

 

5.3.2 Les interactions β-β 

Les cellules β sont couplées par des jonctions communicantes appelées 

GAP (132–135). Ces jonctions permettent l’échange de Ca2+ et la 

synchronisation des cellules β. La perte de ces jonctions perturbe la sécrétion 

d’insuline en réponse au glucose (135,136). Les cellules β sécrètent de l’ATP qui 

peut agir comme médiateur autocrine et stimuler la sécrétion d’insuline 

(137,138). Il en est de même pour l’acide gamma-aminobutyrique (GABA) qui est 

sécrété par la cellule β et qui va stimuler la sécrétion d’insuline via le récepteur 

GABA-A exprimé sur les cellules β humaines (139). L’insuline elle-même pourrait 
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affecter de manière autocrine la sécrétion d’insuline par les cellules β, des 

récepteurs à l’insuline étant en effet présents à la surface de ces cellules 

(140,141).  

Par ailleurs, il a été montré chez le rongeur, au niveau de cellules isolées, 

que le contact d’une cellule β avec une autre cellule β potentialise la sécrétion 

d’insuline par rapport à une cellule β seule (142). Cet effet est moins évident chez 

l’humain (143). 

 

5.3.3 Les interactions α-β 

Les cellules β secrètent différents médiateurs qui inhibent la sécrétion de 

glucagon par les cellules α : l’insuline, le zinc, l’ATP et le GABA (144–149).  

Le GABA synthétisé via la GAD, exprimée par les cellules β, permet d’inhiber les 

cellules α en condition hyperglycémique (122). A noter que le zinc, présent au 

niveau des granules de la cellule β,  a montré un effet inhibiteur sur les cellules 

α uniquement chez le rongeur (150,151).  

Les cellules α secrètent différents médiateurs qui eux stimulent la sécrétion 

d’insuline par les cellules β : le glucagon (152,153), le GLP1 (154), l’acétylcholine 

(Ach) (155), le glutamate (156,157) et la corticotropin releasing hormone (CRH) 

(158). La potentialisation de la sécrétion d’insuline par les cellules α ne survient 

que lorsque les cellules β sont dépolarisées, donc en cas d’hyperglycémie 

(comme en condition postprandiale) (159). Le glucagon stimule la sécrétion 

d’insuline principalement via le récepteur du GLP1 exprimé sur les cellules β, 

alors qu’il stimule la néoglucogénèse au niveau du foie via le récepteur au 

glucagon (160,161). A noter que la CRH n’est retrouvée que chez les cellules α 

humaines et stimule la sécrétion d’insuline via le CRH-R1 présent sur les cellules 
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β (162). L’Ach permet essentiellement de sensibiliser les cellules β à l’action du 

glucose (163). Chez le rongeur la source majeur d’Ach provient de l’innervation 

parasympathique, alors que chez l’humain elle provient des cellules α 

(111,164,165).  

Le glutamate co-sécrété avec le glucagon va agir par boucle autocrine 

positive sur la sécrétion de glucagon à bas glucose, par son action sur son 

récepteur ionotropic exprimé par les cellules α (166–168). Son action permet de 

contrebalancer les effets inhibiteurs des autres médiateurs sur la cellule α. 

Au niveau de cellules isolées, il a été montré chez l’humain que le contact 

α-β potentialise la sécrétion d’insuline par rapport à une cellule β seule (143). Ce 

type d’expérience n’a pas été reproduit chez le rongeur.  

L’action paracrine du glucagon sur la sécrétion d’insuline se questionne 

chez le rongeur. En effet, en présence d’anticorps anti-glucagon, aucune 

différence sur la sécrétion d’insuline n’est observée (169,170). De plus en cas de 

destruction de plus de 97% des cellules α du rongeur il n’y a pas de perturbation 

de l’homéostasie glucidique (171). Davantage d’exploration in vitro et in vivo sur 

la présence des cellules α dans les îlots et leur action sur la sécrétion d’insuline 

sont requises. 

L’altération du dialogue α-β a été largement explorée. En effet, dans le cas 

du DT1 les cellules β sont majoritairement détruites et les sécrétions de la 

somatostatine et du glucagon sont altérées (172–174). Il n’y a pas 

d’augmentation de la sécrétion du glucagon en réponse à l’hypoglycémie (175), 

mais au contraire on observe une hyperglucagonémie en cas de jeûne ou en 

période post prandiale (176,177). Ce modèle d’îlots sans cellules β a pu être 

reproduit in vitro. On observe alors une augmentation de la sécrétion du glucagon 
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en cas d’augmentation du niveau de glucose (174). Les cellules α seules ne sont 

donc pas capables de moduler leur sécrétion de glucagon en réponse à une 

variation glycémique. De plus, au niveau de pseudo-îlots les cellules humaines α 

seules ne sont pas capables d’avoir une sécrétion du glucagon adaptée en 

réponse au glucose. Cette réponse n’est pas corrigée par l’ajout exogène 

d’insuline (178), elle est corrigée uniquement en présence de cellules β 

directement en contact avec les cellules α. Ces expériences suggèrent donc une 

importance des contacts directs entre les cellules α et β humaines afin d’avoir 

une sécrétion régulée du glucagon, mais également de l’insuline. Enfin, les 

cellules humaines α ont montré un effet potentialisateur sur la sécrétion d’insuline 

des cellules β (178), non exploré chez le rongeur. 

 

5.3.4 Les interactions δ-β et δ-α 

Les cellules δ productrices de somatostatine ont un effet inhibiteur sur les 

cellules α via le récepteur de la somatostatine de type 2 (SSTR 2) et sur les 

cellules β via les SSTR 1 et 5. Les cellules δ affectent donc l’homéostasie 

glucidique de manière indirecte (179,180). L’action de la somatostatine sécrétée 

par les cellules δ est localisée au niveau des îlots. En effet, en cas de 

pancréatectomie, il n’y a pas de réduction significative du taux de somatostatine 

circulant (181).  

Concernant la communication δ-β : la coordination de la sécrétion d’insuline 

et de somatostatine passe par des jonctions GAP (182). De plus, l’urocortine 3, 

produite par la cellule β, va stimuler les cellules δ via le CRH-R2 qu’elles 

expriment spécifiquement (179,183). Les cellules δ sont également stimulées par 
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l’insuline et l’ATP sécrétées par la cellule β (184,185). Ces rétrocontrôles 

permettent d’éviter les hypoglycémies. 

Concernant la communication δ-α : la faible sécrétion de glucagon en 

hyperglycémie, car inhibée par la somatostatine, permet une sécrétion adaptée 

de l’insuline en réponse au glucose (160,161,186). De plus, les cellules α 

stimulent les cellules δ via l’Ach, ce rétrocontrôle permet d’éviter les phénomènes 

d’hyperglycémies (164). 

Par ailleurs, dans le développement du diabète, on observe une altération 

de la régulation paracrine des cellules β par la somatostatine (187,188). 

Récemment il a été montré que l’absence de cellules δ chez le rongeur induit un 

décès néonatal ou des hypoglycémies sévères par dérégulation de la synthèse 

et de la libération d’insuline (180). La somatostatine seule (sans la présence de 

cellules δ) a montré in vitro, à partir d’îlots de souris, un sur-effet inhibiteur sur la 

sécrétion de glucagon et d’insuline (189). Cela supporte l’hypothèse d’une 

inhibition tonique de la somatostatine sur les cellules α et β ; en absence de 

cellules δ, les sécrétions d’insuline et du glucagon sont donc anormalement 

élevées. 
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Quoiqu’il en soit c’est une coopération tripartite des cellules insulaires  

α, β et δ qui aboutit à l’homéostasie glucidique comme illustré sur la figure 5 

(158). Les interactions cellulaires au sein des îlots et leurs impacts sur les 

sécrétions hormonales du glucagon et de l’insuline doivent encore être 

approfondies, que ce soit au niveau insulaire ou cellulaire. Des travaux futurs 

devront permettre d’approfondir la compréhension des interactions de cellules 

primaires de rat et leurs effets sur la sécrétion hormonale. Notamment, l’impact 

de ces interactions pourrait être évalué sur des pseudo-îlots, mais également sur 

des cellules isolées. 

 

Figure 5. Collaboration tripartite des cellules α, β et δ 
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Partie 2 : L’article 

Introduction 

Les cellules α, β et δ sont des cellules excitables, étant dépolarisées par 

l’action du glucose et d’autres nutriments (190–192). Le dialogue tripartite entre 

les cellules insulaires (figure 1) permet le maintien de l’homéostasie glucidique. 

 

Figure 1. Résumé des interactions entre les cellules endocrines du pancréas 
Ach : Acétylcholine, ATP : Adénosine triphosphate, GABA : Acide gammaaminobutyrique, 
GLP1 : Glucagon like peptide 1 ; En vert : stimulation, en rouge : inhibition, les cellules α sont 
inhibées par les cellules β et δ mais les stimulent également, les cellules δ inhibent les cellules β 
et α 

 

Ces interactions, complexes et nombreuses au niveau des îlots, ne sont pas 

retrouvées de manière homogène entre le rongeur et l’humain. Cela peut 

s’expliquer par la cytoarchitecture particulière des îlots chez le rongeur (un corps 

de cellules β et un manteau de cellules nonβ) non retrouvée chez l’humain. A 

noter également que les fréquences relatives des cellules insulaires diffèrent 

entre rongeurs et humains (20% de cellules α chez le rongeur contre 30-40% 

chez l’humain). Ces différents éléments font que les contacts homotypiques β-β 
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sont majoritaires chez le rongeur, alors que ce sont les contacts hétérotypiques 

β-nonβ qui sont majoritaires chez l’humain (122–127).  

Il a été montré qu’après dissociation des îlots pancréatiques en cellules 

insulaires, celles-ci sont capables de se réagréger de manière spontanée en 

structure appelée pseudo-îlot (193). L’importance des contacts  directs β-α pour 

obtenir une sécrétion régulée d’insuline et de glucagon est démontrée chez 

l’humain au niveau des pseudo-îlots (178). Nous avons souhaité pouvoir 

reproduire ces expériences avec différents types de pseudo-îlots obtenus à partir 

de cellules primaires de rat. 

L’effet potentialisateur des cellules α sur la sécrétion d’insuline a été 

démontré chez l’humain au niveau de cellules isolées (143). Nous avons souhaité 

pouvoir reproduire ces expériences avec des cellules primaires de rat.  
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Matériel et méthode 

Les animaux  

Les rats mâles Sprague Dawley (RjHan:SD, 300-500g) sont commandés 

chez Janvier Labs (Le Genest St-Isle, France) puis sont hébergés à l’animalerie 

du Centre Médical Universitaire de Genève avec un accès libre en nourriture et 

en eau. Les protocoles d’expérimentation animale sont approuvés par le Comité 

étique de la Direction Générale de la Santé du canton de Genève. 

 

Isolement des îlots pancréatiques de rat 

Les pancréas sont prélevés par chirurgie abdominale après injection d’une 

solution de 7mg/10ml de Collagénase V (Sigma-Aldrich, Buchs, Suisse) dans le 

canal pancréatique. Les pancréas réséqués sont digérés 10min à 37°C. 

Les îlots sont purifiés par un triple gradient discontinu de Ficoll® PM400 

(Sigma-Aldrich) selon la méthode précédemment décrite (194) (Annexe 1). 

 

Dissociation des îlots pancréatiques et méthodes de tri cellulaire  

Après purification, les îlots sont rincés deux fois avec du Phosphate buffer 

saline (PBS) sans calcium et sans magnésium. Puis ils sont re-suspendus dans 

1mL de PBS + 650µL de trypsine-EDTA (Acide éthylènediaminetétraacétique) 

0,25% (Gibco, Reinach, Switzerland), et incubés à 37°C en re-suspendant les 

îlots toutes les 45s. Après 4min, les îlots sont considérés comme complétement 

dissociés en cellules, et l’action de la trypsine est stoppée par ajout d’un tampon 

Krebs-Ringer bicarbonate buffer (KRB) (125mM NaCl, 4,74mM KCl, 1mM CaCl2, 

1,2mM KH2PO4, 1,2mM MgSO4, 5mM NaHCO3, 25mM HEPES, pH 7,4) 

supplémenté par 0,1% de bovin serum albumin (BSA) (p/v). 
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Après dissociation, les cellules en KRB sont triées par FACS sur l’appareil 

S3eTM Cell sorter (Bio-Rad, Hercule, Californie, Etats-Unis). Une première 

sélection des cellules est faite sur leurs propriétés de diffusion de la lumière à 

partir d’un laser émettant à 488nm. La diffusion de la lumière est mesurée par 

deux détecteurs optiques. Un détecteur mesure la dispersion le long du trajet du 

laser. Ce paramètre est appelé diffusion directe (Forward Scatter, FSC). L'autre 

détecteur mesure la dispersion à un angle de 90 degrés par rapport au laser. Ce 

paramètre est appelé diffusion latérale (Side Scatter, SSC). Puis la distinction 

entre cellules β et nonβ est faite sur une différence d’auto-fluorescence pour une 

émission entre 515 et 545nm suite à une excitation par le laser de 488nm (195). 

Afin de purifier les cellules α, parmi les cellules nonβ (les cellules les moins auto 

fluorescentes), une seconde sélection est faite basée sur leur diffusion en SSC, 

les cellules α étant les cellules les plus fortes en SSC (granulosité plus 

importante). Deux types de tri ont donc été réalisés : β  et nonβ, ou β et α. 

 

Test de sécrétion en réponse au glucose réalisé par incubation statique 

Après tri, deux populations de cellules sont récupérées : β et nonβ ou,  

β et α. Les cellules sont lavées et centrifugées à trois reprises avant d’être 

recomptées. Puis, les cellules sont placées dans des plaques à micro-puits (256 

puits) d’agarose (Annexe 2A) pour permettre la formation des  

pseudo-îlots, selon les combinaisons de cellules suivantes (figure 2) : 

- 1 plaque avec 51 200 cellules β (environ 200 cellules par micro-puits) 

- 1 plaque avec 25 600 cellules nonβ ou α (environ 100 cellules  

par micro-puits) 
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- 1 plaque avec 51 200 cellules β et 25 600 cellules nonβ ou α, soit 33% de 

cellules nonβ ou α (environ 300 cellules par micro-puits) 

- 1 plaque avec 51 200 cellules β et 12 800 cellules nonβ, soit 20% de 

cellules nonβ (condition non réalisée avec le tri β/α) 

- 1 pétri avec 1 plaque de 51 200 cellules β + 1 plaque de 25 600 cellules 

nonβ qui ont partagé le même milieu de culture (condition non réalisée 

avec le tri β/α) 

 

 

 

 

 

Figure 2. Formation des pseudo-îlots 
De gauche à droite on observe : 4 plaques d’agarose permettant la formation de pseudo-îlots β, 
nonβ ou α, mix β-nonβ ou β-α 33% et mix β-nonβ 20% puis 1 pétris qui contient deux plaques 
d’agarose : 1 avec des 51 200 cellules β pour la formation de pseudo-îlots β + 1 avec 25 600 
cellules nonβ pour la formation de pseudo-îlots nonβ  

Ces cellules sont maintenues en culture durant 5 jours avec un changement 

du milieu de culture à 48h de l’isolement. La culture est faite à 37°C, 5% CO2, 

dans 4mL de DMEM (ThermoFisher Scientific, Reinach, Switzerland) 

supplémenté avec 10% (v/v) de sérum de veau fœtale  

(FBS; Merk Millipore, Zug, Suisse), 1mM sodium pyruvate, 11,2mM glucose, 

2mM L-glutamine, 100U/mL pénicilline et 0,1mg/mL streptomycine.  

Ces conditions de culture vont permettre la réagrégation des cellules en pseudo-

îlots. Les pseudo-îlots formés après 5 jours sont récupérés par centrifugation et 

placés une nuit dans des inserts avec pores de 12µm  

(Millicell, Darmstadt, Germany), selon les objectifs et conditions suivants  

β         nonβ ou α 

Mix β-nonβ 
ou mix β-α 

33%  
Mix β-non β 

20%  

Pétri β et 
nonβ 
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(une condition est répartie dans trois inserts afin de réaliser des triplicatas de 

mesure pour chaque expérience) : 

- Etudier l’impact des contacts cellulaires directs avec différents  

pseudo-îlots : β, nonβ ou α, mix β-nonβ (33% de cellules nonβ) ou  

mix β-α, et mix β-nonβ (20% de cellules nonβ) 

- Etudier l’impact des interactions indirectes entre β et nonβ : pseudo-îlots 

β + pseudo-îlots nonβ partageant le même milieu de culture durant 5 jours 

en pétri, puis regroupés lors de la mise en insert pour le test de sécrétion 

(pseudo-îlots β + nonβ) 

Le test de sécrétion en réponse au glucose réalisé par incubation statique 

(Annexe 2B) est fait à J+6, en DMEM + 0,1% BSA (p/v) selon le protocole 

suivant : lavage en 2,8mM glucose, pré-incubation 1h à 37°C en 2,8mM glucose, 

incubation 1h à 37°C en 2,8mM glucose (condition basale) et incubation 1h à 

37°C en 16,7mM de glucose (condition stimulée).  

Les hormones contenues dans les cellules sont extraites par incubation 1h  

à température ambiante en solution d’acide éthanol (375mL éthanol absolu  

+ 7,5mL HCl 12,7M + 117,5mL eau distillée). La mesure de ce contenu en 

hormones permet de normaliser les résultats de sécrétion par le contenu total en 

hormones. Les surnageants d’incubation sont récupérés et congelés pour 

réaliser les analyses ultérieurement. 

Les dosages hormonaux sont faits sur les surnageants d’incubation des 

conditions basales, stimulées et des extraits en acide-éthanol. Les dosages sont 

faits par enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Mercodia, Uppsala, 

Sweden). Pour chaque hormone, les résultats sont exprimés en pourcentage 

d’hormone sécrétée par rapport au total (contenue et sécrétée). 
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Liste des anticorps utilisés 

 Les anticorps utilisés sont regroupés dans le tableau 1 avec comme 

indicatif pour chaque technique : s’il s’agit d’un anticorps primaire ou secondaire, 

l’espèce hôte chez qui a été fait l’anticorps, l’espèce cible chez qui l’anticorps va 

pouvoir agir, le fournisseur et la dilution. 

Tableau 1. Liste des anticorps utilisés durant les expériences 
Ac : Anticorps ; CRH-R2 : Corticotropin Releasing Hormone Receptor 2, Exp : Expérience ; 
FACS : Fluorescence-activated cell sorting ; FITC : Fluorescein isothiocyanate;  
IF : Immunofluorescence ; RHPA : « revers hemolytic plaque assay »,  
TRITC : Tetramethyl rhodamine isothiocyanate; * le laboratoire n’existe plus 
 

Exp 

Type 
d’Ac  

(1re ou 
2dre) 

Ac 1re  
Protéine ciblée 

Ac 2dre 
Fluorochrome 

Espèce 
hôte 

Espèce 
cible 

Fournisseurs Dilution 

RHPA Ac 1re Anti-insuline Cobaye Rat Fabrication(196) 1/300 

R
H

P
A

 

IF
 

Ac 1re Anti-insuline Cobaye Rat Ventrex* 1/300 

Ac 2dre FITC (vert) Chèvre Cobaye Jackson 1/400 

Ac 1re Anti-glucagon Souris Rat Sigma-Aldrich 1/4000 

Ac 2dre TRITC (rouge) Âne Souris Jackson 1/200 

M
o

rp
h

o
lo

g
ie

 d
e

s
 

p
s
e

u
d

o
-î

lo
ts

 

Ac 1re Anti-insuline Cobaye Rat Fabrication 1/300 

Ac 2dre Coumarin (bleu) Ane Cobaye Jackson 1/250 

Ac 1re Anti-glucagon Souris Rat Sigma-Aldrich 1/4000 

Ac 2dre FITC (vert) Ane Souris Jackson 1/500 

Ac 1re Anti-somatostatine Lapin Rat Dako 1/100 

Ac 2dre TRITC (rouge) Ane Lapin Jackson 1/750 

P
u

re
té

 d
u
 F

A
C

S
 

L
a

m
e

 n
o

n
β

 o
u

 α
 Ac 1re Anti-insuline Cobaye Rat Fabrication 1/300 

Ac 2dre Coumarin (bleu) Ane Cobaye Jackson 1/250 

Ac 1re Anti-glucagon Souris Rat Sigma-Aldrich 1/4000 

Ac 2dre FITC (vert) Ane Souris Jackson 1/500 

Ac 1re Anti-somatostatine Lapin Rat Dako 1/100 

Ac 2dre TRITC (rouge) Ane Lapin Jackson 1/750 

L
a

m
e

 β
 

Ac 1re Anti-insuline Cobaye Rat Fabrication 1/300 

Ac 2dre FITC (vert) Ane Cobaye Jackson 1/500 

Ac 1re Anti-glucagon Souris Rat Sigma-Aldrich 1/4000 

Ac 2dre Coumarine (bleu) Ane Souris Jackson 1/200 

Ac 1re Anti-somatostatine Lapin Rat Dako 1/100 

Ac 2dre TRITC (rouge) Ane Lapin Jackson 1/750 
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Préparation des chambres de Cunningham 

Tout d’abord les lames de microscopie sont traitées avec 0,1mg/mL de poly-

L-lysine (Sigma-Aldrich) afin de faciliter l’adhésion des cellules. Ensuite les lames 

sont recouvertes d’une lamelle afin d’obtenir des chambres d’un volume de 60 à 

70µL (Annexe 3) (142,143,197,198). 

 

Préparation des globules rouges pour le RHPA 

Les globules rouges de mouton (ThermoScientific) sont incubés 1h  

à 30°C, en agitant toutes les 15min, dans un mélange de 0,1mg/mL chlorure de 

chrome (Sigma-Aldrich) et de 0,5mg/mL protéine A (Sigma-Aldrich) 

(142,143,197,199). 

 

Quantification de la sécrétion d’insuline par RHPA 

Les cellules dissociées par trypsine sont mises 24h en DMEM (supplémenté 

comme précédemment) en condition non adhérente. Elles sont ensuite re-

suspendues dans un tampon KRB + 0,1% de BSA (p/v), puis mélangées avec 

5% (v/v) de la préparation de globules rouges traités à la protéine A. Le mélange 

de globules rouges et de cellules est introduit dans les chambres de Cunningham 

et incubé 1h à 37°C afin de permettre l’attachement des cellules. Puis, les lames 

sont rincées avec une solution de KRB (2,8 ou 16,7mM glucose) et la sécrétion 

d’insuline est stimulée pendant 1h à 37°C par différentes conditions en présence 

d’anticorps anti-insuline (196).  Les conditions suivantes sont testées en 2,8 et 

16,7mM glucose : contrôle, 3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) 0,5mM (Sigma-

Aldrich) un stimulateur de la protéine kinase A (PKA), ou glucagon 1nM ou 10nM 

(Sigma-Aldrich), soit huit lames par expérience (Annexe 4). Ensuite, les lames 
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sont rincées avec une solution de KRB 2,8mM glucose, puis les plaques de 

sécrétion sont révélées par incubation 1h à 37°C des lames en présence d’une 

solution de KRB 2,8mM glucose + complément (1:40, Dabe Behring, Deerfield, 

Illinois). Enfin les lames sont rincées avec une solution de KRB 2,8mM glucose, 

puis incubées 5min à température ambiante dans une solution de bleu Trypan 

0,04% (p/v), rincées et fixées au liquide de Bouin (Sigma-Aldrich), puis sont 

conservées en PBS + azide 0,1% (p/v) à 4°C en vue d’une immunofluorescence 

(IF) à distance. 

 

IF et analyse des lames de RHPA 

Les lames sont rincées en PBS, puis une perméabilisation des membranes 

est réalisée par une succession de bains d’alcool  

(30% → 50% → 70% → 90% → 70% → 50% → 30%), ce traitement est 

également nécessaire pour éliminer correctement le fixateur (liquide de Bouin) 

des lames.  Les lames sont ensuite incubées 15min en PBS + 0,1% BSA (p/v) 

afin de bloquer les sites aspécifiques de fixation des anticorps. Puis les lames 

sont incubées 2h, à température ambiante avec les anticorps primaires : anti-

insuline et anti-glucagon (tableau 1). Les lames sont ensuite rincées en PBS et 

incubées 1h à température ambiante et à l’abri de la lumière avec les anticorps 

secondaires marqués : FITC (vert) pour l’insuline et TRITC (rouge) pour le 

glucagon (tableau 1). Enfin, les lames sont rincées en PBS et montées dans un 

milieu contenant du 4',6-Diamidino-2-phénylindole (DAPI) (fluorescence en bleu 

pour les noyaux) puis analysées par microscopie à fluorescence et contraste de 

phase au grossissement 400 (objectif 40 et oculaire 10). Pour chaque lame, les 

cellules étudiées sont celles positives en IF : cellules β positives (vertes) et 
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cellules α positives (rouges). Les cellules mortes positives à la coloration bleu 

Trypan sont exclues de l’analyse, de même que les groupes de plus de deux 

cellules. Pour chaque cellule ou doublets de cellules, il est pris en compte 

l’existence ou non d’une plaque de lyse. La plaque de lyse est définie comme 

étant une surface circulaire centrée sur une cellule ou un doublet de cellule 

contenant les globules rouges lysés par l’action du complément et visibles en 

contraste de phase. Enfin, le diamètre de la plaque de lyse, permettant 

d’extrapoler la surface, est mesuré grâce à une réglette micrométrique présente 

dans l’oculaire du microscope. 

Pour chaque condition, différents paramètres sont évalués : 

- Le pourcentage de cellules formant une plaque de lyse 

- La taille moyenne des plaques de lyse 

- La taille totale des plaques de lyse autour de 100 cellules (Total plaque 

development TPD), ce qui correspond au produit de la taille moyenne des 

plaques de lyse et le pourcentage de cellules formant une plaque de lyse 

Au total sur les 4 expériences, 16 949 cellules β seules, 3 736 doublets β-β et 

1 667 doublets α-β ont été analysées. 
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Immunofluorescence 

Afin de s’assurer de la pureté des populations de cellules triées par FACS 

un prélèvement de chaque type de population a été réalisé. Ces cellules sont 

introduites dans une chambre de Cunningham traitée par poly-L-lysine et 

incubées 1h à 37°C afin de permettre leur attachement (198). Puis les cellules 

sont fixées au formol 10% (v/v) durant 20min et conservée en PBS + azide 0,1% 

(p/v) à 4°C en vue d’une IF ultérieure. L’IF est réalisée à distance après 

perméabilisation des cellules par incubation des lames 15min dans une solution 

de Tryton X100 (AppliChem, Darmstadt, Allemagne) 0,5% (v/v). L’IF est réalisée 

selon la méthodologie précédemment décrite et les anticorps utilisés sont listés 

dans le tableau 1. Pour le tri β-nonβ un échantillon de 678 cellules (total de 3 

expériences) de la population β a été analysé et un échantillon de 486 cellules 

(total de 3 expériences) de la population nonβ a été analysé.  

Pour le tri β-α un échantillon de 886 cellules (total de 3 expériences) de la 

population α a été analysé. 

Afin d’étudier la morphologie des pseudo-îlots β, nonβ et mix β-nonβ formés 

par la technique précédemment décrite, des pseudo-îlots de chaque type sont 

récupérés après 5 jours de culture. Les pseudo-îlots sont fixés 1h en formol 10% 

(v/v) puis mis en Histogel (Termo Scientific). Les pseudo-îlots sont ensuite 

déshydratés par des bains d’alcool puis enrobés en paraffine ; enfin les coupes 

histologiques sont réalisées à l’aide d’un microtome. Après avoir déparaffiné les 

coupes, une IF est réalisée avec les anticorps listés dans le tableau 1 selon la 

méthodologie précédemment décrite. Les photos sont prises en microscopie à 

fluorescence. 
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Analyse statistique 

Les résultats sont exprimés en valeur moyenne +/- SEM (écart type de la 

moyenne = écart type estimé de l’échantillon / √taille de l’échantillon). L’ensemble 

des tests statistiques sont réalisés par le logiciel Prism 7.02.  

Les tests réalisés sont : l’analyse de variance à 2 facteurs (two-way ANOVA) suivi 

d’un test des étendus de Tukey ou t-test. Une valeur est considérée comme 

significative si p < 0,05. 
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C B A 

Résultats 

Les cellules insulaires de rat β et nonβ triées par FACS forment des 

pseudo-îlots d’architecture comparable à des îlots natifs  

La population β triée par FACS a été analysée par IF pour la présence de 

cellules positives à l’insuline. Une contamination par les cellules nonβ inférieure 

à 0,1% a été observée. Parmi la population nonβ, seulement 4,5% des cellules 

ont été positives pour l’insuline (cellules β) alors que 43,4% des cellules ont été 

positives pour le glucagon (cellules α). Le tri par FACS a donc été considéré 

comme très satisfaisant sur la purification des cellules β. Concernant les cellules 

nonβ, le tri a permis un net appauvrissement en cellules β et un enrichissement 

en cellules α. 

Sont illustrés sur les figures 3A et 3B un exemple de pseudo-îlots β 

composés uniquement de cellules β et un exemple de pseudo-îlots nonβ 

contenant quelques cellules β. Sur la figure 3C, des pseudo-îlots mix β-nonβ sont 

illustrés. Leur architecture a été comparable à celle des îlots natifs de rat 

précédemment décrite, à savoir un corps de cellules β entouré d’un manteau  

de cellules nonβ. 

 

 

 

 

Figure 3. Photos en microscopie à fluorescence des pseudo-îlots β / nonβ et 
mix β-nonβ 

A : Pseudo-îlots de cellules β obtenues après tri des cellules par FACS, insuline en bleu ;  
B : Pseudo-îlots de cellules nonβ obtenues après tri des cellules par FACS, insuline en bleu, 
glucagon en vert, somatostatine en rouge ; C : Pseudo-îlots mix de cellules β et nonβ obtenues 
après tri des cellules par FACS, insuline en bleu, glucagon en vert, somatostatine en rouge ;  
les pseudo-îlots sont obtenus après 5 jours de culture ; les barres représentent 50µm 
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La sécrétion d’insuline est affectée par les contacts cellulaires directs β-

nonβ  

Comme illustré sur la figure 4, il n’y a pas eu de différence de sécrétion 

d’insuline, en condition basale (2,8mM glucose) entre les différents types de 

pseudo-îlots. En condition stimulée (16,7mM glucose), la sécrétion d’insuline des 

pseudo-îlots mix β-nonβ 33% (11,9% +/- 2,0) a été significativement inférieure à 

celle des pseudo-îlots β (19,1% +/- 1,7 ; p = 0,0003) et des  

pseudo-îlots β + nonβ regroupés après culture en pétri (16,1 +/- 2,2 ; p = 0,04).  

En revanche, la sécrétion d’insuline en condition stimulée n’a pas été différente 

entre les pseudo-îlots β et les pseudo-îlots β + nonβ regroupé après culture 

en pétri.  

Figure 4. Résultats du test de sécrétion d’insuline en réponse à une stimulation 
par le glucose pour les pseudo-îlots du tri β / nonβ 

Les colonnes représentent la moyenne des sécrétions d’insuline normalisées par rapport au 
contenu total +/- SEM, n = 6, *p<0,05 ; ***p<0,001 

 

 

 



57 

 

Afin de se rapprocher des proportions cellulaires retrouvées chez le rat,  

la quantité de cellules nonβ a été modifiée sur trois expériences avec une 

nouvelle proportion 20%, soit un mix de 51 200 cellules β et 12 800 cellules nonβ. 

Les résultats sont présentés dans la figure 5. Il n’y a pas eu de différence de 

sécrétion d’insuline en condition basale entre les différents pseudo-îlots. En 

condition stimulée, la sécrétion d’insuline des pseudo-îlots β (20,9 +/- 2,8) a été 

significativement supérieure à celle des pseudo-îlots mix β-nonβ 33%  

(13,8 +/- 2,3 ; p = 0,004) et des pseudo-îlots mix β-nonβ 20%  

(17,1 +/- 1,6 ; p = 0,03).  

 

Figure 5. Résultats du test de sécrétion d’insuline en réponse à une stimulation 
par le glucose en modifiant la proportion des cellules nonβ des pseudo-îlots du 

tri β / nonβ 
Les colonnes représentent la moyenne des sécrétions d’insuline normalisées par rapport au 
contenu total +/- SEM, n = 3, *p<0,05 ; **p<0,01 
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La sécrétion du glucagon ne semble pas affectée par les contacts 

intercellulaires β-nonβ directs ou paracrines 

Comme illustré sur la figure 6, il n’y a pas eu de différence de sécrétion du 

glucagon, en condition basale ou stimulée, entre les différents types de  

pseudo-îlots. Ces mesures ont été effectuées sur les mêmes échantillons que 

ceux des expériences précédentes avec l’insuline. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. Résultats du test de sécrétion du glucagon en réponse à une 
stimulation par le glucose pour les pseudo-îlots du tri β et nonβ 

Les colonnes représentent la moyenne des sécrétions de glucagon normalisées par rapport au 
contenu total +/- SEM, n = 6 

 

Enrichissement satisfaisant en cellules α effectué avec la deuxième 

méthode de tri par FACS 

Parmi la population α, obtenu par la deuxième méthode de tri par FACS, 

96% ont été des cellules positives pour le glucagon après IF. La deuxième 

méthode de tri par FACS a donc été considérée comme satisfaisante concernant 

la purification des cellules α. Les quantités de cellules obtenues ont été 

suffisantes pour permettre de réaliser les expériences de sécrétion mais 

malheureusement insuffisantes pour effectuer des analyses histologiques des 

pseudo-îlots. 
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La sécrétion d’insuline n’est pas affectée par les contacts cellulaires 

directs β-α 

Comme illustré sur la figure 7, il n’y a pas eu de différence de sécrétion 

d’insuline en condition basale, entre les pseudo-îlots β et les pseudo-îlots mix β-

α. Contrairement aux expériences précédentes avec les pseudo-îlots nonβ,  

il n’y a pas eu non plus de différence de sécrétion d’insuline en condition stimulée 

entre les pseudo-îlots β et les pseudo-îlots mix β-α  

(11,8 +/- 2,1 vs 11,0 +/- 1,7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 7. Résultats du test de sécrétion d’insuline en réponse à une stimulation 

par le glucose pour les pseudo-îlots du tri β et α 
Les colonnes représentent la moyenne des sécrétions d’insuline normalisées par rapport au 
contenu total +/- SEM, n = 3 
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Les effets des contacts α-β sur la sécrétion du glucagon sont incertains 

Comme illustré sur la figure 8, il n’y a pas eu de différence de sécrétion du 

glucagon, en condition basale ou stimulée, entre les différents types de  

pseudo-îlots. Pour chaque expérience, que ce soit en haut ou bas glucose, une 

sécrétion plus faible du glucagon a été observée pour les pseudo-îlots β-α par 

rapport aux pseudo-îlots α, mais statistiquement non significative (p>0.05). 

 

 

Figure 8. Résultats du test de sécrétion du glucagon en réponse à une 
stimulation par le glucose pour les pseudo-îlots du tri β et α 

Les colonnes représentent la moyenne des sécrétions de glucagon normalisées par rapport au 
contenu +/- SEM, n = 3 
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Effet des contacts cellulaires directs sur la sécrétion d’insuline par RHPA 

L’objectif a été de voir si le contact direct entre une cellule β et α  

(doublet β-α) favoriserait la sécrétion d’insuline par rapport à une cellule β seule 

(figure 9). La technique de RHPA a permis d’évaluer la sécrétion d’insuline en 

estimant la surface des plaques de lyse autour des cellules.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. Photos en microscopie à fluorescence de cellules formant des 
plaques de lyse par RHPA 

A : A gauche une cellule β isolée ne formant pas de plaque de lyse, à droite une cellule β isolée 
formant une plaque de lyse ; B : Un doublet β-β formant une plaque de lyse ; C : Un doublet α-β 
formant une plaque de lyse (Insuline en vert et glucagon en rouge) ; les barres représentent 50µm 
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 La stimulation de la sécrétion d’insuline à haut glucose (16,7mM)  

par rapport à une stimulation à bas glucose (2,8mM) a augmenté le pourcentage 

de cellules β formant des plaques de lyse, ainsi que la taille des plaques de lyse 

et par voie de conséquence le TPD. 

En comparant les cellules β seules et les doublets β-β en cas de stimulation à 

haut glucose (condition contrôle) il a été observé que : 

- Les doublets β-β ont formé davantage de plaques de lyse que les cellules 

β seules (92,0 +/- 1,0 vs 69,6 +/- 3,4 ; p < 0,0001)  

(figure 10A) 

- La taille des plaques de lyse des doublets β-β a semblé être plus 

importante que celle des cellules β seules (résultat non significatif) (figure 

10B) 

- Le TPD des doublets β-β a été plus important que celui des cellules β 

seules (569 409 +/- 73 967 vs 299 306 +/- 35 956 ; p = 0,0495)  

(figure 10C) 

En revanche, en comparant les doublets β-α et les cellules β seules et en cas de 

stimulation à haut ou bas glucose (condition contrôle), aucune différence n’a été 

observée sur les différents paramètres étudiés (figure 10). 
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La sécrétion d’insuline a été étudiée aussi en présence de glucagon 

exogène et d’IBMX (stimulateur de la voie de la PKA). Ceci a été fait en prévision 

d’un effet potentialisateur de la cellule  sur la sécrétion d’insuline et afin de 

démontrer que ces effets passeraient par le glucagon et l’activation  

de la PKA.  L’ajout exogène d’IBMX a permis de stimuler la sécrétion d’insuline, 

ce qui montre une voie de la PKA fonctionnelle au niveau de la cellule β. En 

revanche, aucune différence n’a été observée entre les doublets β-α et les 

cellules β seules sur les différents paramètres étudiés (figure 10). 
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Figure 10. Evaluation de la sécrétion d’insuline par RHPA de cellules isolées 
A : Pourcentage de cellules d’îlots de rat formant des plaques de lyse ; B : Taille moyenne des 
plaques de lyse C : Taille totale des plaques de lyse autour de 100 cellules (TPD) ; Les colonnes 
représentent les moyennes des expériences +/- SEM. En jaune : les cellules β seules, en vert les 
doublets β-β, en rouge les doublets α-β. Pour chaque condition (contrôle, IBMX, glucagon 1nM 
et 10nM) il y a eu une lame en condition basale 2,8mM glucose et une lame en condition stimulée 
16,7mM glucose ; n = 4, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001 

A 

B 

C 
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Discussion 

Les expériences menées ont permis de confirmer l’importance des contacts 

et de la communication entre les cellules des îlots pancréatiques pour une 

sécrétion hormonale régulée. Cependant les résultats obtenus chez le rat 

diffèrent de ceux disponibles chez l’humain. 

La réagrégation des cellules insulaires après dissociation aboutit à la 

formation de structures appelées pseudo-îlots. Ces pseudo-îlots, chez le rat et 

l’humain, ont une capacité de sécrétion d’insuline en réponse au glucose 

comparable à celle des îlots natifs correspondants (200–202). De plus, 

l’architecture des pseudo-îlots est comparable à leur homologue natif chez le rat. 

Il en va de même pour d’autres espèces, comme la souris ou le cochon 

notamment (201,203), mais apparemment pas pour l’humain (127). Notre 

technique de formation des pseudo-îlots après 5 jours de culture en plaque de 

256 micro-puits d’agarose a permis d’obtenir des pseudo-îlots avec un nombre 

de cellules fixes selon les conditions (100, 200 ou 300 cellules par pseudo-îlot), 

et d’architecture comparable aux îlots natifs de rats, à savoir un corps de cellules 

β entouré d’un manteau de cellules nonβ (204,205). 

Nous supposions que les pseudo-îlots mix β-nonβ auraient une meilleure 

sécrétion d’insuline que les pseudo-îlots β. Cette hypothèse reposait notamment 

sur deux arguments. Tout d’abord, les îlots natifs de rats contiennent plusieurs 

types cellulaires (126) comme les pseudo-îlots mix β-nonβ. Puis, les cellules α 

sont connues chez l’humain pour améliorer la sécrétion d’insuline des cellules β 

(178), nous pensions donc obtenir le même effet avec notre population nonβ 

enrichies en cellules α (43,4%). Cependant, ce n’est pas ce qui a été observé. 

En effet, les pseudo-îlots mix β-nonβ ont sécrété moins d’insuline que les 
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pseudo-îlots β (11,9% vs 19,1%). Cette diminution de la sécrétion d’insuline est 

particulièrement observée en cas de contacts directs entre les cellules β et nonβ, 

et n’est pas retrouvée en cas d’interactions uniquement paracrines (pseudo-îlots 

β + nonβ cultivés en pétri). Ces résultats suggèrent que la sécrétion d’insuline 

est régulée, et proche des données de sécrétion obtenues à partir d’îlots natifs 

de rat (129), uniquement en cas de contact direct entre les cellules β et nonβ. 

Afin d’approfondir ces résultats, nous avons décidé d’étudier plus spécifiquement 

le rôle des cellules α en améliorant l’enrichissement de la population nonβ en 

cellules α. Cela a été possible lors du second type de tri effectué par FACS où 

plus de 96% de cellules α sont obtenues après tri. Cette fois-ci les pseudo-îlots 

mix β-α n’ont pas montré de différence de sécrétion d’insuline en réponse au 

glucose par rapport aux pseudo-îlots β. Ces résultats sont par ailleurs concordant 

avec d’autres résultats déjà obtenus chez le rongeur où il a été démontré qu’en 

présence d’anticorps anti-glucagon bloquant, il n’y avait pas d’altération de la 

sécrétion d’insuline (122,170).  

De plus, l’absence d’effet de la cellule α sur la sécrétion d’insuline par la 

cellule β obtenue lors de nos expériences avec des pseudo-îlots, a été retrouvée 

lors de nos expériences menées par RHPA. En effet, il n’y a pas eu de différence 

sur le pourcentage de formation de plaques de lyse ou sur leur taille entre les 

doublets β-α et les cellules β seules. 

Ces résultats permettent de suggérer que d’autres cellules que les α, 

comme les cellules δ, joueraient un rôle important pour la régulation de la 

sécrétion d’insuline. Afin d’approfondir les effets des interactions cellulaires sur 

la sécrétion d’insuline, des expériences visant à isoler les cellules δ devront être 

envisagée, notamment pour étudier l’impact des interactions β-δ. Les cellules δ 



67 

 

expriment de manière spécifique le CRH-R2 qui une fois marqué pourrait 

permettre leur isolement (179,183). 

Les résultats obtenus sur la sécrétion d’insuline à partir de cellules primaires 

de rats sont en accord avec de précédents résultats publiés chez le rongeur, mais 

ceux-ci sont différents de ce qui est observé à partir de cellules humaines. En 

effet, au niveau des pseudo-îlots humains la présence de cellules α permet de 

potentialiser la sécrétion d’insuline (178). De manière similaire, il a été démontré 

par RHPA avec des cellules humaines, que les doublets β-α forment davantage 

de plaques de lyse et de plus grandes tailles que les cellules β seules (143). 

Cette discordance d’effets observés entre le rongeur et l’humain, semble être en 

phase avec la diversité de composition cellulaire des îlots : davantage de cellules 

α chez l’humain, un corps de cellules β et manteau de cellules nonβ chez le 

rongeur, et une organisation en sous-unité cellulaire tri-laminaire dans les îlots 

humains (123,124). En conséquence, les contacts hétérotypiques sont favorisés 

chez l’humain, alors que ce sont les contacts homotypiques qui sont favorisés 

chez le rongeur (126,127). Cette différence conduit donc à une probabilité plus 

faible d’interactions juxtacrine et paracrine entre les cellules α et β chez le rat 

(122). 

Concernant maintenant les résultats obtenus sur la sécrétion du 

glucagon, aucune différence n’a été observée entre les différents pseudo-îlots de 

cellules β et nonβ. En effet, le premier type de tri par FACS n’a pas permis d’isoler 

spécifiquement les cellules α qui représentaient moins de 45% de la population 

nonβ. En revanche, le second type de tri par FACS a abouti à l’obtention de 

population β et α, permettant ainsi d’étudier la sécrétion du glucagon. Aucun effet 

significatif n’a été observé pour l’instant de la cellule β sur la sécrétion du 
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glucagon par la cellule α. Seule une tendance à une sécrétion plus faible du 

glucagon des pseudo-îlots mix β-α par rapport aux pseudo-îlots α a été observée. 

Davantage d’expériences sont requises pour confirmer ces résultats. 

L’effet inhibiteur de l’insuline sur la sécrétion du glucagon a déjà été décrit 

de différentes manières que ce soit chez le rongeur ou chez l’humain.  

Tout d’abord, les cellules α expriment le récepteur de l’insuline (147) et en cas 

d’ajout d’insuline exogène, il y a une inhibition de la sécrétion du glucagon des 

pseudo-îlots humains (178). De plus, chez le rongeur, la stimulation du 

métabolisme des cellules β inhibe la sécrétion du glucagon (145).  

L’effet inhibiteur de la cellule β sur la cellule α ne semble pas uniquement être 

médié par l’insuline, mais passerait également par d’autres médiateurs comme 

le zinc (150) (uniquement chez le rongeur), l’ATP (146) ou le GABA (148). Enfin, 

chez l’humain, il a été prouvé au niveau de pseudo-îlots que la présence des 

cellules β est nécessaire à la régulation de la sécrétion du glucagon en réponse 

au glucose (178). Ce constat est également valable chez les patients DT1 (qui 

n’ont plus ni de cellules β, ni de sécrétion d’insuline) qui présentent une altération 

de la sécrétion du glucagon en réponse au glucose (175,177). 
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Conclusion et perspectives 

Pour conclure, l’ensemble de mes expériences menées avec des pseudo-

îlots de rats in vitro montrent que la sécrétion d’insuline régulée par le glucose 

est diminuée à partir de pseudo-îlots composés de cellules β et nonβ par rapport 

à des pseudo-îlots composés uniquement de cellules β. En revanche, la 

présence de cellules α avec les cellules  dans les pseudo-îlots ne semble pas 

affecter la sécrétion d’insuline.    

Ces résultats sont concordants avec les données obtenues par RHPA, où la 

cellule α ne potentialise pas la sécrétion d’insuline par la cellule β contrairement 

à ce qui a été démontré chez l’humain. Les divergences observées entre l’humain 

et le rongeur sont de faites en accord avec les différences de proportions 

cellulaires, d’architecture et de types d’interactions cellulaires (homotypiques / 

hétérotypiques). Il conviendra donc d’étudier l’impact d’autres types de cellules 

insulaires, comme les cellules δ, sur la sécrétion d’insuline avec le même type 

d’expériences. 

Concernant la sécrétion du glucagon, les données préliminaires ne 

permettent pas de conclure à un effet inhibiteur des cellules β sur la sécrétion du 

glucagon par les cellules α chez le rongeur. Il conviendra de répéter les 

expériences et le cas échéant d’investiguer le mode d’inhibition des cellules β de 

rat sur les cellules α. L’impact des cellules δ sur la sécrétion du glucagon devra 

par la suite être exploré. 

Enfin, pour poursuivre l’exploration des interactions paracrines et 

juxtacrines des cellules insulaires, il conviendra de répéter ces expériences avec 

des cellules humaines avant d’envisager une approche in vivo. 
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Annexe 1. Procédure d’isolement d’îlots pancréatiques de rat 

A : Chirurgie abdominale et injection de collagénase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B : Pancréas et digestion 

 

 

 

 

 

 

 

C : Purification par un gradient discontinu de Ficoll® 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Phase : PBS, 5mL 

Débris cellulaires 

Phase Ficoll® 3 (densité = 1,068), 10mL 

Majorité des îlots 

Phase Ficoll® 2 (densité = 1,096), 10mL 

Gros îlots 

Phase Ficoll® 1 (densité = 1,108), 12mL 
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Annexe 2. Plaque d’agarose et tests d’incubation statique   

A : Moules de micro-puits (à gauche) et plaque 256 micro-puits d’agarose (à 
droite) 
 

 

 

 

 

 

 

 

Sur la gauche on observe le moule permettant de faire la plaque d’agarose avec 256 micro-
puits présent sur la droite 

 

B : Plaque d’incubation statique 

 

Les cellules sont mises dans les inserts durant la nuit au niveau de la 1ère ligne, puis les inserts 
sont passés dans des bains successifs de concentration croissante de glucose pour enfin être 
placés dans la dernière ligne qui contient de l’éthanol absolu. 

 

 

Annexe 3. Chambre de Cunningham 

 

 

 

 

 

La lamelle est déposée entre 2 adhésifs double face afin d’obtenir une chambre d’un volume de 
60 à 70µL 
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Annexe 4. Schématisation des conditions de RHPA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La première ligne de lame représente les conditions en 2,8mM glucose, la seconde ligne de 
lame représente les conditions en 16,7mM glucose 
 

  

16,7 
Contrôle 

16,7 
IBMX 

0,5mM 

16,7 
Glucagon 

1nM 

 

16,7 
Glucagon 

10nM 

 

2,8 
Contrôle 

2,8 
IBMX 

0,5mM 

2,8 
Glucagon

1nM 

2,8 
Glucgon 

10nM 
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Quentin PERRIER 
 

 

RÔLE DES INTERACTIONS CELLULAIRES SUR LES SECRETIONS 

HORMONALES DANS LES ÎLOTS PANCREATIQUES 

 

 

RÉSUMÉ :  
 

 

Introduction / Objectifs : Les cellules α, β et δ des îlots pancréatiques permettent la 

régulation de la glycémie via le glucagon, l’insuline et la somatostatine. Le but de ce 

travail est d’étudier l’impact des interactions cellulaires et paracrines sur la sécrétion 

hormonale de pseudo-îlots et cellules isolées. Méthode : Nous avons isolé des cellules de 

rat, qui ont été purifiées par FACS. Ensuite nous avons réalisé un test de sécrétion en 

réponse au glucose par incubation statique sur des pseudo-îlots, mais également évalué la 

sécrétion d’insuline de cellules isolées par un test de sécrétion par plaque (RHPA). 

Résultats : Il n’y a pas eu de différence de sécrétion du glucagon entre les différents 

pseudo-îlots. Pour l’insuline, il y a eu une sécrétion anormalement plus faible pour les 

pseudo-îlots mix β-nonβ par rapport aux pseudo-îlots β en haut glucose. En revanche, il 

n’y a pas eu de différence de sécrétion entre les pseudo-îlots mix β-α et β. Par RHPA, les 

doublets α-β n’ont pas formé davantage de plaque de lyse par rapport aux cellules β. 

Discussion : L’effet potentialisateur des cellules α sur la sécrétion d’insuline décrit chez 

l’humain, n’est pas retrouvé chez le rat. Cette divergence entre l’humain et le rongeur est 

concordante avec la différence de proportions cellulaires, d’architecture et de types 

d’interaction cellulaire (homotypique chez le rongeur vs hétérotypique chez l’humain). 

Afin de poursuivre l’exploration de l’impact des contacts cellulaires sur la sécrétion 

hormonale des îlots pancréatiques, il conviendra d’étudier l’impact de la cellule δ, puis 

de répéter ces expériences avec des cellules humaines avant d’envisager une approche in 

vivo. 

 

 

 

 

 

 

 

MOTS CLÉS : Îlots pancréatique, Pseudo-îlots, RHPA, Interactions paracrines, 
Contact cellulaire, Tri cellulaire, Incubation statique 
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