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Le diabéte •nsulino-dépendant (010 1 esl la consequence d'une 

aestrucllon des cellules U des ilols de Langherans. le plus souvenl 

seconda1re a une malad1e auto-1mmune spéc1fiquement dmgée centre 

ces cellules (diabéle de type 1) La gravilé de cette affeclion 11ent 

essentiellement accidenls mélabohques aigus mis par!. la 

survenue des compl1ca11ons dégénera11ves chron1ques micro- et 

macroangiopath1eques. source d'une morb1d1té et d'une surmortal1té 

importantes ( 1) Des etudes épidem1olog1ques suggérent que 

l'hyperglycém1e chronique 1oue un róle preponderan!. dans J'appant1on 

de ces compl1cat1ons dégenéra11ves (2.3) Le lra1temenl du DIO repose 

tou¡ours sur l'adm1n1strat1on d'msuline exogene ma1s. que/s que 

so1en1 les progrés de l'insulmolhérapie el des mesures lherapeu11ques 

assoc1ées. ce tra1tement 1mpose de lourdes contramtes et son 

eff1cacité long 1erme resle imparta/le. L'insulinolhérap1e 1déale. 

reproduisant la phys1olog1e de la cellule ri n'ex1s1e pas et le pancréas 

endocrine art1f1c1el n'est pas ut1llsable au long cours de maniere 

fiable et commode (41 

Ces données expllquent les d1fferentes vo1es de recherche desllnées 

sol! á prevenir ou á l1m1ter Ja destruc11on des cellules r1 a un stade 

precoce de ta malad1e auto-rmmune. soJt a l'autre póle de l'h1sto1re 

naturelle de la malad1e. a remplacer le t1ssu msutino-sécreteur 

detru11 par une grefle 

Ams1 le bu1 ideal de la lransplan1a11on pancreat1que (TP¡ esl de 

restaurer une insullnosecrét1on phys1ologrque permettant d'assurer 

une normoglycem1e stnc.te prolongee e~ une correct1on des autres 

anomahes metabollques observees au cours du DIO Les benef1c.es 

attendus d'une TP sont de supprimer 1es contramtes et le::; risques 

mherents a 1 msuhnotherap1e. et par la d'améllorer les cond1t1ons de 

111e des. malaoes. et. p1us encare de prevenir ou de l1m11er la survenue 
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et/ou l'évolution des compl"at1ons dégénera11ves chron1ques (5). 

Etat de la question 

Chez le rat 

L'experimentation an1male trouve done ici encere un vaste champ 

d'applicauon. 11 été réalisé des greffes pancréat1ques 

héterotopiques. orthotop1ques qui restent l'exception. avec drainage 

entérique. drainage urinaire (6.7). obl1tération par un polymére. 

l1gature ou dramage hbre dans le péritoine. ma1s s'a g1t tou¡ours 

de greffes 1sogén1ques ou allogéniques avec 1mmunosuppress1on 

Chez l'homme 

Actuellement. la greffe de pancréas vascularisee est la seule méthode 

elficace. Depu1s les prem1éres greffes pancréat1ques réallsées chez 

l'homme par Kelly et Ldlehe1 en t 966 (8) les resultats de la 

transplantat1on pancréat1que se son! améhorés de tacen cons1dérable 

gráce en part1culler aux nouveaux agents 1mmunosuppresseurs. sans 

toutefo1s atte1ndre les résultats obtenus en transplantallon d'autres 

organes comme le rem. le coeur ou le fo1e S1 l'1mmunosuppress1on 

d'au¡ourd'hu1 est plus eff1cace en terme de poht1que ant1-re¡et. elle 

l'est auss1 dans la genese de ses comollcat1ons On pP.u~ Mounr d'unc 

encéphaflte a cytomegalov1rus au prem1er mo1s d'une grefte ou d'une 

lymphome quelques annees plus tard (9) Faut-11 prélerer la 

nephrotox1c1te de la c1closporine a la néphrolox1c1te cte 

l'hyperglycem1e pour une malad1e -apres tout- non vJtalement 

menacante comme le d1abéte ? 
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Le registre mternat1onal des 1ransplantat1ons pancréatiques ter.u par 

Sutherland a Minneapolis recueille les donnees de toutes les 

transplantat1ons pancréat1ques effectuees dans le monde ( 101 Le 

taux actuariel des greflons fonct1onnels a 1 an est de 44% en géneral, 

et selon la techn1que de 46 % pour l'obstruction des canaux 

pancreat1ques. 44% pour le drainage intestinal et de 43% pour le 

drainage urinaire. et 11 n·y a pas de données chiflrés préctses aprés ce 

temps Le re1et du pancréas est cependant la cause la plus fréquente 

de perle du greffon a plus long terme dans la serie de Lyon enviren 

50% de greffons sont perdus dont la mo1t1é par re1et 111.12) 

Le fa1t de pouvo1r se passer d'1mmunosuppre~sion permettrait 

d'élargir cons1derablement les ind1cattons d' util1sat1on de ttssu 

pancreatique v1vant pour le tra1tement du d1abete sucre humain En 

effet la greffe de pancreas necessue actue/lement comme tous les 

organes Ja prescr1pt1on d'une 1mmunosuppress1on pu1ssante et 

permanente qui limite leurs indications aux patients qui 1ust1f1ent 

d'une telle immunosuppress1on dans le cadre d'une autre greffe. rénale 

en part1culier L' ind1catton class1que de la transplantatton 

pancreatJque est l'insuff1sance renale chron1que. term1nafe du 

diabét1que de type 1, ou transplantat1ons pancreat1que et rénale son! 

couplees. le rein servant de plus de marqueur de re¡et L'améllora11on 

des résultats permetra d'env1sager d'élargrr les ind1cations a un stade 

moms avance des compl!cat1ons Seule done la possibtltlé de greller 

le pancréas en absence d'rmmunosuooress1on pPrm~Hrí'!tl d'env1oagcr 

un tra1tement sur une large eche lle des d1abet1ques 

insulmodependants avant l'appant1on de ces compllcat1ons 

Stratégies d'induction de l'immunosuppression. 

Le re1et est un probléme commun aux greffes de pancreas et des ilots 
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de Langerhans. Les facons d'y reméd1er peuvent par conlre etre 

différentes 

·I mmuno-protect1on Les pancréas b10-art1!1ciels ut1l1sent des 

membranes sem1-perméables. permettant le passage de substances de 

laible po1ds moléculaire comme le glucosa (180) et l'1nsulme (5 900) 

et empéchant celu1 de grosses molécules el de cellules. comme les 

immuno-globuilnes e >150 000) el les lymphocytes Ainsi. la glycémie 

du su1et va pouvoir venir st1muler a l'mteneur du b1opancréas le tissu 

insuhno·sécréteur protegé du re1et. et J'1nsulme secrétée en repense 

treverse la membrane vers l'extérieur du b1opancréas Ce concept 

d'1mmuno·1solat1on ou 1mmuno·protect1on est une alternat1ve a 

l'1m muno-suppress1on. Les macrocapsules ut1llsees sont des libres 

creuses a forme d~ cap:!laire dont ies paro1s sont constituées d'une 

membrane perméabil1te sélecttve. lormee d'un copolymére de 

chlorure de polyv1nyl et d'acrylate Leur d1ametre inténeur est de 1 

mm. le mur du capillaire est de 11 O m1crons et le po1ds molécularre 

d'exclus1on est de 50 000 daltons (13. 14. 15. 16¡ 

Dans notre laboratoire nous travail/ons a la détermmat1on des sités 

les plus adéquats pour 1mplanter ces pancréas b1o·art1f1c1els 

(mtrapéritonéal.sous cutané) 

11 existe auss1 une autre moda/1té de biopancréas. la 

m1cro-encapsulat1on qui repose sur le méme pnncrpe ( 17) 

lmmuno-altératron. D'apres la concept1on da~s1que du re1et de 

greffe. rantlgéne du greffon st1mule drrectement le systeme des 

lymphocytes T ce qui déclenche le processus de re1et semble 

marntenant qu'une cellule st1mulatrice do1ve donner deux s1gnaux 

avant l'act1vat1on oe Ja cellule T dans le processus de re1et de grette 

Le premter s1gnal est la liaison de l'ant1gene du transplant a Ja cellule 
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acttvatrrce. Le second s1gnal est Ja liberauon d'une molécule 

co-act1vatnce par la cellule stimulatrice. qui active le lymphocyte T 

dans certames cond1t1ons Comme cette cellule act1vatnce est s1tuée 

dans le greffon. on l'appelle Jymphocyte passager C'est cette cellule 

sumulatnce du donneur située dans la greffe qui consutue la source 

principale d'immunogén1c1te. L' élimmat1on de ces cellules du greffon 

avant Ja transplantat1on (concept d'épurat1on) entrame la tolérance 

des allogretfes sans besom d'1mmunosuppress1on. Les receveurs 

greffés avec des t1ssus a1ns1 pretra1tes ne présentent pas de réponse 

immun1ta1re. ce qui suggére un état de tolérance Les recherches sont 

actue/lement or1entees vers les cultures en m1l1eux ennch1s en 

oxygéne (95%) ou a basse temperatures (24'C) ou en presence de 

serum anti-lymphocytaire ou irradratlon U - V du gretton ces 

méthodes redu1sent ou destru1sent les cellules responsables du re1et. 

cu alteren! la d1strrbut1on des recepteurs spec1fiques de surtace 

(18) 

-1 m mun o-tolérance · on peut indu1re une 1mmuno-tolerance par 

plus1eurs méthodes comme la transfusion sangume et les méd1cament 

lnduction de tolerance par greffe intra-thymique 

(ITGIT) : 

C'est l'hypothese sur laquelle repose le travarl de chirurg1e 

expenmentale que nous avons rP.al1<1~ dtH'\~ le cadrc d;; d1pl6mt-

un1vers1ta1re Une greffe d'ilots de Langerhans allogen1que chez le rat 

en un site quelconque fSous la capsule renale) est re¡etee La méme 

greffe dans le thymus est 1mmunoprotegee par la presence d'une 

barriere hematolog1que et parce que le thymus possede peu 

d'afferances lymphat1ques. par consequent. la rec1rculat1on des 

lymphocytes T matures dans le parenchyme thym1aue est mm1me 
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Surtout cette greffe intra-thymique mdu1ra1t une tolérance donneur 

spécihque pour un second greffon implanté daros un s1te non pnv1lég1é 

Les nouveaux lymphocytes qui maturent en présence d'alloantigenes 

pancréatíques les reconnaissent comme soi ("self")(19J et ne 

re1etteront plus le second greffon dont la tolérance a été induíte par 

la premiére greffe 

Dans l'optique d'une appllcation humaíne il est importan! de savoir sí 

l'índucllon de tolérance par grefle intra-thymíque qu1 a éte rapportée 

pour les ílots est auss1 eff1cace pour la glande pancréat1que. dans son 

ensemble porteuse d'antígenes plus nombreux et plus complexes que 

les llots et qui pour le moment est plus fréquemment 

métabolíquement active dans le tra1tement du d1abete msulino 

dependan! 

Ce protocole necess1ta11 done au plan technique la mise au point de 

prélévement de la glande pancréat1que totale cnez le rat normal suiv1 

de sa greffe efficace chez le rat d1abét1que Cette étape que nous 

décnrons en déta1I a été parfaitement réal1sée Par ailleurs la 

vérif1cat1on de l'hypothese d'mduct1on de tolérance par greffe 

prealable 1ntra thym1que d'ílots necess11a11 nous la décnrons auss1 

en détall. la mise au pomt d'1solement d'ílots SUIVle de greffe 

1ntra-thym1que. suiv1e d'un temps de latence 1mportant avant la 

greffe secondaire de glande pancreat1que et cec1 sur plus1eurs groupes 

expenmentaux Ce travail est en vOJe de réahsat1on et nous 

presenterons son etat d'avancement Nous le termmerons grace a une 

collaborat1on notre retour au Mex1'l1J-:- "JU ncu:; d1spo~~rons c:fun 

laboratoire de recherche collaborat1on entre nous et les autres 

chercheurs du laborato1re de Pans ou plus1eurs travaillent auss1 sur 

ce theme 



Animaux 

1.) de mise au point: rats Wistar males agés de 6 a 8 semaines 

(160·220gJ(IFFA CREDO.Domaine des Oncins) 

2) de protocole: rats Wistar Furth (WFI máles ages de 7 semaines 

(receveun: rats Lewis ( L) males a ges de 7 semaines (donneur d'flots 

et de pancréasl. rats Brown Norway (BN¡ cdeuxieme donneur de 

pancréas.1. 

Réactifs et solutions 

1) induction du diabéte: Streptozocine (Zanosar. Laboratoires 

Upjohn. Paris La Défense ): Ac1de citrtque (No C-0759. PM 192.11: 

Chlorure de sod1um 1sotonique a 0.9% CPharmac1e Centrale des 

Hopitaux¡ 

2) isolement des llots: Col/agenase P (Boehringer¡: Solut1on de 

Hanks (Sigma. No C H6136): Histopaque 1077 (Sigma) 

3) immunosuppression serurn ant1·lymphocyta1re de lapin 

(Mérieux) 

4) anc::lhésie Emer. Cnlorhydrate de kelamme (Keralar. 

Parke·Davis.50 mg/ml) 

5) prélevement de pancréas solution de chlorure de sod1um 

1sotonique á 0.9 % !Pharmacie Centrale des Hop1taux). Heparme ( 5 

OOOUl/ml.Laboratoires LEO ) 



8 

6) histolog1e inclus1on en paratfme. coupes colorées ll 

l'hématoxyllne-éosme-safran (HES). 

Appareils 

1) pH-metre CG 640 (Schott): Glucose Analyseur (Beckman); 

Centrifugeuse Minifuge RF ( Heraeus): lncubateur pour cultures de 

cellules et de t1ssus B 5061 ECIC02 (HeraeusJ; Hotte ll flux laminaire 

(Bioblock): Microscope chirurg1cal (Carl Ze1ss K 120176). Coagulateur 

bipolaire automat1que (COBI 50 Ta) 

lnstruments 

1) pour induire le di abete; 

mm/26GX112 (Plastipak). 

seringues a 1nsulme sténles 0.36X13 

2) pour isoler les llots: senngue 20 mi (Plast1pak). Catheter 0.8 

mm X 20.3 cm (The Deseret Company. Sandy. Utah 64070 USA. Cat. No 

42121. Bones de Pétn 100 mm de polystyrene cristal (CML France): 

801tes de Pétn de 60 mm quadrillées (NunclonJ:Tubes ll centrifugation 

de 20 mi fond conique et tubes de 40 mi fond rond (Méd1 Sc1ences). 

P1pettes de 10 et 25 mi (Méd1 Sc1ences). Filtre tam1s mox de 500 µm. 

3) pour la greffe 

courbes f Mona 9908) 

de pancréas C1seaux de Castrov1e10 Gilbert 

Porte·a1gu11ies de O'Bnen mors courbes ultra 

fms de O B mm rMona 9915> Pince Mona No 3 dro1te (Mona 9933) 

Pince Mona No 4 dro1te (Mona 9944). Clamp double de Gilbert (Moría 

204 Al Tournev1s pour clamps de Gilbert (Moria 204 0> Fil de 

Polyam1de monof1I 13 cm a1gu1lle 3/8 c BV 140 3 9/0 (Eth1lon noir. 



9 

NS 2819 Ethnor S.A. 92200 Neully ): Fil de Polyamide monofil 13 cm. 

a1guille 316 c. B\I 70,3 

92200 Neully). 

10/0 (Ethilon noir. NS 2850. Ethnor S.A. 

4) pour le suivi Cages métabol1ques (lffa-Credo): 
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1) Structure du protocole: 

Groupes expérimentaux 

Groupe 1 (n~6) rats (WF) diabét1ques avec greffe de pancréas (WF) 

(lsogenique) controle de la méthode ch1rurgicale 

Groupe 2 (n=6) rats (WF¡ d1abet1ques avec greffe de pancréas (Ll 

(al/ogénique). controle sans 1nduct1on de tolérance ITGIT-. 

Groupe 3 (n=6) rats (WF1 d1abét1ques avec greffe d'ilots 

allogénique ( L) intra-thymique et 30 ¡ours a pres greffe de pan creas 

avec méme donneur (L) (allogénique) groupe experimental avec 

1nduction de tolérance ITGIT• 

Groupe 4 (n=6): rats (WF1 d1abét1ques avec greffe d'ilots allogenique 

(LJ intra-thym1que et 30 1ours apres greffe de pancréas tBNJ 

(allogénique) groupe experimental avec ITGIT et deuxiérne donneur 

d1fférent 

2) lnduction du diabéte: 

Le d1abere est 1ndurt par une 1n1ec11on unique intravemeuse (veme 

saphene) de streptozocine (60mg/kg¡ dans 200 µI de solut1on tampon 

cltrate a pH 4.3 (Photo 5) Le rat ains1 rendu d1abét1que est ma1ntenu 

en v1e par une m1ect1on quot1drenne d'mzuline relard t5 a 10 Ul SCJ 

Seuls les rats avec une glycém1e á 3 gil ou plus ver1f1ee deux fo1s a J 
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3 et J 14 seront ut11!sés dans le protocole. 

3) lsolement d'flots pancréatiques: 

Pour l'isolement d'ilots on a cho1si la méthode de Gotoh (20), 

digestion enzymauque en incubat1on statique du pancréas distendu par 

une solution de Hanks/collagenase (15 ml/20 mg). purif1cation avec 

Histopaque 1077 Ouatre rats (l) seront utilisés pour chaque 

man1pulation. Prendre un rat pesant entre 200 et 250 gr L 'anesthésier 

avec 0.6 mi (30 mg) de Kétamine mtrapéntonéale. Lui tondre 

largement !'abdomen et le thorax Désinfecter la peau a l'alcool. Ouvrir 

!'abdomen, d'une grand mc1s1on xypho-pub1enne, en deux temps. 

cutanée puis musc.1..:!a::-e et pér1toneale Couper la xypholde Retourner 

le rat. téte vers l'operateur En appuyant avec les deux pouces. á la 

base du thorax. "é¡ecter" le fo1e en le retournant Le ma1ntenir dans 

cette pos1t1on a l'a1de d'une compresse mou1llee 

Degager la premiére anse duodenal e. en fa soulevant et en écartant ses 

deux bords on distingue le canal pancréat1que par transparence: le 

clamper. ¡uste a son abouchement dans le duodenum (Photo 1 J. 

Avec une petlte pince 8 d1sséquer courbe. faire passer un fll sous le 

cholédoque. ¡uste en dessous de la dern1ere branche du canal 

hépat1que. qui v1ent de la dro1te. ma1s pas trop bas pour ne pas 

prendre de parenchvme oancrPat1f"J1J"' da~!.': le r.ccud Pr~µdrtu un noeud 

simple pour la l1gature (Photos 2 et 3) 

Avec des crseaux tres fms degager la tace posteneure de choledoque 

de la veine pone e1 de l'artere hepal/que. l 1nc1ser transversalement 

au dessus de la lrgature. en cho1s1ssant uri endro1t au celu1·c1 est 

assez large. pour exemple sa part1e prox1male. a la confluence des 

deux prem1ers canaux hepat1ques Cette inc1s1on dott étre seulement 

hem1-c1rconferent1elle ne pas couper ent1erement le choledoque 
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¡Photo 41. 

Cathétériser le cholédoque avec un cathéter 22 Ga. dont l'extrémité 

aura été coupée en b1seau: ne pas enfoncer le cathéter de plus de 

1/2cm apres la f/gature Serrer lort le noeud. 

Procéder alors rap1dement: Thoracotomiser !'animal. le saigner par 

ponct1on card1aque Dés que !'animal est saigné. distendre le pancréas 

avec 15 mi de soluuon de Hanks/collagénase glacée (4'Cl. 

Une fo1s le pancréas d1stendu. le libérer de ses attaches en coupant au 

niveau du duodenum. estomac. colon transverso et rate. Saisir alors 

tout le pancréas par le cholédoque ¡méme par le cathéterl. le tirer 

vers le haut et secuonner ses dern1ers points d'ancrage (veine porte. 

cholédoque artére hépat1que. artere mésentérique superieure et tronc 

coef/aque1. L'étaler dans une bofte de Pétn et incuber 45 mn á 37'C et 

11 5% de C02. 

Toutes les operat1ons suivantes se déroulent stérilement. sous hotte 

á flux laminaire. a 4'C Aa1ouler 1 O mi de Hanks freid dans la bolte de 

Pétri. reasprrer le Hanks avec le pancréas. transférer dans un tube 11 

centr1fugat1on de 20 mi. compléter avec du Hanks 

On procede alors a 3 centrituga11ons-lavages success1fs. dans du 

Hanks ( 1 mn. 11 oo ttmn = 250 g avec frein, a 4·c1. La gra1sse flotte á 

la surface du surnageant et est d1scardée. 

Apres la derniére centr1fugat1on. resuspendre fe culo! dans 1 O mi de 

Hanks et f11trer a travers un tam1s inox de 500 µm 

La traction flltree est recupéree dans 1-:- tube qui serv11d a taire le 

grad1ent de dens11e Poo/er les pancreas par deux dans un tube de gros 

d1ametre a fond rond de 40 mi 

Faire une dern1ere centnfugat1on (mi!mes constantes). pu1s asp1rer 

tout le surnageant Bien assécher le tube 

Resuspendre le culot da ns 20 mi d' H1sropaque (20'Cl. vortexer Couvnr 

avec 10 mi de Han<s (sans rouge phenol. avec 10 mM d'Hepes) á 2o·c 
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Ceni•1tuger a 2500 rtm penaant 25 minutes. sans fre1n. a 2o·c Les 

flots se trouvent a l'interface H1stopaque-Hanks ¡avec évenruellement 

quelques petns gangl!ons lymphatrques et des structures canalairesJ. 

Les prélever a la piperte en asprrant le mínimum d'Histopaque Laver 

deux fo1s les ílors dans un tube a fond conique de 20 mi au moms. avec 

du míl!eu de culture: la prem1ere fo1s á 2500 ttmn pendan! 1 mn. la 

deux1eme fo1s 1000 ttmn pendan! minute 

Numéra11on · on Ulllise des bolles de Pétri 60 mm a fond quadrille. 

Resuspendre les ílots dans 5 mi de mrl1eu de culture et les compter 

sur toute la bofte. sous m1croscope optrque a l'a1de d'un compteur 

cellularre 

Les ílots sont préts a étre greffes aans le thymus 

4} Modalltés de la transplantation 

Grette d'llots de Langerhans (L) intra-thymique : a J 15 

rn¡ecter une dese unrque de serum ant!-lymphocyrarre de rat CSALJ 

Greffer en 1nrra·thym1que 750 ílots 1L1 dans cha que !abe ( groupes 3 et 

4 Faire une gr aupe contróle (SAL • J sans grette d'flots 

mtra-thym1que ¡groupe 1 et 2 ) Le rar receveur (WFJ d1abét1que est 

anesthes1e a l'éther Ce lype d'anesthes1e est cho1s1 parce qu'1I semble 

le m1eux tolére chez le rat d1abet1que. permettant un reved plus 

rap1de La peau de la tace anteneure du cou et du thorax est rasee et 

de:o::-.fi::Clt'e a ¡ a1coot f Ptloto 6) LE> rat est rnutalle la tete vers 

l'operateur Aprés une inc1s1on long1tud1na/e med1ane sur la peau r2 

cm) (Photo 7) on coupe le facra cervical superf1c1el transversalement 

1usqu'a la veme 1ugulaire externo de chaque cote f Photo 8) Degager le 

mus ele sterno - hvotdren pot.:r dcccuvnr la tracnee ( Photo 9¡ couper 

le sternum lo911udrnalement (0 5 cm¡ pour decouvrrr le thymus dans le 

méd1as1m antero-superieur qu·11 faut dégager au 1acia 
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endo-thorac1que. pour réaliser l'm1ect1on intra-thymique d'ílots (Ll 

(750 flots en cheque lobe) evec une serrngue á 1nsulrne dans un volume 

de 50 µI de solutron de Hanks (Photo 10). Aprés l'rnjectron le sternum 

est rapproché avec deux points de suture de polyester tressé 310 et 

on terme la peau avec des porntscontrnus quelle méme materrel 

greffe pancréatique (21.22.23.24) un mois aprés. ferre une 

grette de pancréas allogénrque (L) méme donneur (groupes 2 et 3 ). une 

greffe de pancreas allogénrque ¡BN> deuxréme donneur drtterent 

(groupe 4) et une g-ette de pancréas rsogénrque (WF) (groupe t 1 

±.-Er.~J.éY_em.en.L_d.u_tr.an.splanL.~ 11 s'agrt rcr d'une pancreatectomre 

torale vrsant a obtenrr un organe pedrculrsé sur l'aorte coelraque et la 

veme porte avec un segment de duodenum pour assurér le drainage 

exocrtne 

±-inatall11.ti.o.n_et_y.2le_ii'..a.b.or.d_: le rat anesthésré par une rn¡ectron 

mtrapéritonéale de 0,6 mi de Ketamrne (50 mglml). la peau de 

!'abdomen est rasée et désrnfectée a l'alcool. est rnstallé la téte tace 

a l'opérateur (photo 11 La vore d'abord se far! par une large rncrs1on 

en U (rnc1sron de Sun Lee). transversale sus-pubrenne re¡orgnant deux 

verticales latérales au niveau de Ja hgne ax1la1re anténeure de 

chaque colé remontan! ¡usqu·au grrll costal ¡photo 12) Ce lambeau 

est rabattu sur le thorax (photo 13) La masse rntestrnale est réclrnee 

vers la partre gauche de !'abdomen dans une compresse humrde 

:t __ Jlb~ratJe>n_du_p.an.cr.eas e'"'' '" tempo eo;enuel. Je plus long 11 

se falt a /'oell nu 

a) La rate est soulevee vers la gauche on lrbere les quelques 

adherences postérieures et gastnques. avasculaires 11 existe souvent 

un a deux va1sseaux postér1eurs our sont liés {5/0J comme fes 

varsseaux splenrques au ras de la rate (photo 14) On utrllse la rare 

pour presenter le pancreas car 11 est essent1el de ne pas traumaflser 

la glande pancreat1Que lors de cette d1ssect1on Des 1raumat1smen 
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repetes entralnera1ent une pancréa!lte post-opératoire 

b) L'artére coronaire stomachique est liée et sect1onnée prés de 

l'estomac. lors de la méme exposit1on (photo 14) 

e) Aba1ssement du colon transverse par décollement du mésocólon qui 

se fait dans un plan ngoureusement avasculaire Le cólen étant 

abaissé la lace antérieure du pancreas est déceuverte en totalité, 

ains1 que les va1sseaux mésenténques superieurs (photo 15). Lrgature 

des vaisseaux mésentenques au dessous du pancréas et sect1on de 

ceux~cL 11 faut souvent llgaturer séparement un ou deux va1sseaux 

¡é¡unaux peur ne pas iler trop pres du pancreas les va1sseaux 

mésentériques (phetos 16 et 17) 

d) On peut s1gnaler tes part1cularrtés anatemrques du pancréas du rat · 

vn segment gastro-splt?ntqve appendu á la partre inlerreure de la 

grande ceurbure gastrrque et se prelengeant vers la rato (équrvalent 

de Ja queue du pancréas) 11 est vasculanse par l'artére 

gastre-éprplorque drene et des branches des varsseaux splénrques 

(photo 1 Bl: . 
un segment duodenal compact et 1nt1mement accole au duodenum 

proximal relre lur par de nombreux va1sseaux Cette part1e. 

assimilable a la téte du pancréas est vascularrsee prélerentrellement 

par le tronc coeltaque par /'intermediaire de 1' artere 

gastre-duedenale On peut le Jimner en bas par l'abeuchement du 

cholédoque Celur-cr est bien vu a la lace posteneure de la glande. 

le-ndu enlr ~ ie ouoaenum et le ped1cule hepa11quP tPhoto 19J 

un segmenr mesenlenque. tres developpe chez le rat (pouvant etre 

compare chez l'homme a la part1e mfeneure de la tóte et au crochet) 

lc1 11 s'étale de lacen d1ffuse. accolé de lacen plus lache au duodenum 

distal et au 1e1unum orox1mal Les va1sseaux sont moms nombreux et 

dependen1 du terntorre mésenténque supeneur a leurs prox1m1tes le 

tissu pancreattQue se distingue d1fflc1lement de la gra1sse 
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mesentenQue (photo 19 

e) d1ssect1on et ilgatures des petits va1sseaux unissant le pancréas a 

la grande courbure gastriQue (photo 20 ) . puis au duodénum. faut 

impérativement les l1er sur le pancreas et faire une ilgature par 

va1sseaux Ce sont ces va1sseaux QUI. insuff1samment disséQUés. 

sa1gnent au déclampage. est alors trés diffic1le d'en rattrapper 

l'hémostase. On poursuit la d1ssect1on /USQ'au cholédOQUe. et en la 

reprend en dessous de ce dern1er. pour terminer la ilberatlon 

pancreatlQUe (photo 21 Le duodenum est llgaturé en sa part1e 

proximale et sect1onne de part et d'autre du cholédoQue (1 cm). sa 

parue d1stale n'est pas l1gature en obt1ent alors un pancréas l1béré 

de ses attachcs d1ges11ves (photo 22 

:!:-L)js.i;_e_1;tit!.D_d.e.s_v.aisJH1.a11x_; Elle se tal! au m1croscope. a faible 

gross1ssement (X1 O ou X16) 

a) La ve in e porte est d1sseQuée da ns le pédicule hepa!IQue cu l'on 

commence par ilgaturer et secuonner le cholédoQue . pu1s en lle 

d1stalement l'artére hépat1Que (nylon 7/0). aprés ia na1ssance de 

l'artére gastroduodenale (en la1sse un fil long sur le mo1gnon pour 

orienter plus fac1lement le greflon par la suite). en ilbére la veine 

porte des t1ssus gra1sseux et des lymphat1Ques QUI l'entourent 11 laut 

bien en denuder toutes les faces surtout au n1veau de la sect1on 

future. 1uste avant ta b1furcat1on (Photo 23) 

b) L'aorte coeliaQue es! exposee en récllnant tout le bloc 

pancreat1co-splen1que vers la dro1te Le retropérltorne est ouvert On 

d1sseque alors /'a arte du diaphragme ¡usqu· á la veine renale gauche En 

haut. au cours de la hberat1on de 1'or1g1ne du tronc coellaque 11 faut 

prendre garde aux branches d1aphragmat1ques de l'aorte qut seront 

électrocoagulees En bas on d1sseque 1·or1g1ne de l'artere 

mesenterique super1~ure artere renale drorte est 1uste dernere 

elle 11 faut la sect1onner entre deux flgatures L'artere rénale gauche 
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est normalement conservee on peut étre oblige de la lier si sen 

origine est haute. trop rapprochee de l'artere mésenterique. On vérifie 

que l'aorte est totalement libéree ( Photo 24) 

.:!:-Er!tlb.e.m1u1L.ti_rfilc.1t ge_; 

a) La fin du prélevement doit étre rap1de. pour llmller le temps 

d'ischemie chaude du transplant Oans l'ordre ller 1·aorte en haut et en 

bas (sous l'artére renale gaucheJ et couper la veine porte, placer le 

cathéter de rincage dans l'artere rénale gauche sect1onnée. ce qui 

permet de ne pas endommager l'aorte 

b) Rincage du greffon : en poussant a la seringue. ma1s á fa1ble 

press1on. la solut1on de chlorure oe sod1um 1sotonique a 0,9 % (10 mi) 

héparinee (500 UI) a 4'C de temperature On constate d'abord la 

décoloration du pancréas et du segment duodenal•. pu1s 1'1ssue de 

llauide par la veine porte Le rmc3ge e::;t complet et sallsfa1sant 

lorsque touts les va1sseaux a la surface du pancréas apparaissent 

décolorés. 

c) Section de l'aorte : d'abord inférieure au dessus de la veine 

rénale puts en haut. au dessus de la l1gature. sacnf1ant ams1 le 

donneur Le gretfon est 1merge dans une boíte de Pétri a double fond 

avec du chlorure de sod1um 1sotonique a o 9 % á 4·c de temperature 

!Photo 25J 

:!:___.JJ_11flsplan1a1i.(Ul_du_grJúf.on 

Le rat receveur (WF) d1abét1que est anesthés1é l'élher. la pea u de 

!'abdomen est rasee et desmfeclee a l'a/cool IP rnt P~1 ms!a!!e la 

téte a gaucho de l'operateur Apres une laparotom1e xypho·pub1enne 

(Photos 26 et 27) la masse mtestinale est réclmee a gauche dans une 

comoresse hum1de Le péntome posteneur est ouvert. l'aorle et fa 

veme cave mteneure sont d1sseouees de la b1furcatwn 1llaque 1usqu·a 

la veme renale gauche. les va1sseaux lomba1res son! hes au fil 9/0 

pour les plus gros ou electrocoagules pu1s sec11onnes Les deux 
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va1sseaux ains1 liberes sont places sur un tond ¡aune ( Photo 28).on 

met en place un clamp double de Gilbert con¡ointement sur l'aorte et 

la veme cave (Photo 29¡ Aortotomie transversale aux ciseaux et 

rincage abondant. La cavotomie sera décalée vers le bas. et de plus 

pellte d1mens1on Rincage au sérum physiolog1que 

L'anastomose aorto-aort1que. latéro·terminale. nécessite 1 O points 

separes de nylon monobrm 10/0. selon la technique habituelle. on 

commence par les deux pomts card1naux inferieur et supeneur. on 

réal1se la premiare tace. pu1s on bascule le gretton pour la deuxieme 

tace ( Photo 30) 

L'anastomose porto-cave. termino-latera/e. selon la méme technique 

nécessne 1 o points de 1 O/O Le tw1st des va1sseaux est fac1le á 

év1ter En revanche. dans la masse du greffon un1tormémP.nt decoloré> 

il est diff1c1le de retrouver le mo1gnon retracté de la veme porte. d'oú 

l'interét de la conservat1on du fil long sur le mo1gnon de l'artére 

hépatique qui est ¡uste au dessus de la veme porte. 

Les vaiseaux sont declampes et la quailté de la revascularisat1on est 

apprec1ee par la recoloratlon du pancréas, sans qu'1! so1t nécessaire 

d'ettec1uer de test de perméabilite 

Le drainage exocrine se ta1t avec le segment duodénal qui 

s'anastomose en térm1no-latéral sur la tro1s1eme portien duodénale du 

receveur de ta con 1sopéristalt1que. avec po1nts séparés 

séromuscula1res necess1te 10 po1nts de nylon 710 (Photo 31) 

On peut alors couper la rate dont les varsseaux ont déJa été hes On 

m1ecte apres 5 mi de sérum phys1olog1que IV pour remplacer le 

volume perdu lors du declampage 

Fermeture de Ja paro1 abdommale en deux plans le pentoine et la 

oaro1 musculaire avec un sur¡et de polyester .3/0 Ja peau avec des 

po1nt3 separes du méme matériel 
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+ Prélevem~u_g~il!D...J.ojeté. 

Ouand le rat redevient diabétique faut pre1ever le greflon rejeté 

!Photo 32). Aprés une laparotomre xypho-pubienne. en degage toutes 

les adhérences et en préléve le pancréas avec ses anastomoses 

vasculaires et son anastomose duodéno-duodénale qu' on dépose dans 

du formol 10% pour l'analyse histolog1que On préléve aussi le 

pancréas natif et le thymus dans le cas de grelfe intra-thymique 

préalable 

5) SUIVI : 

11 est le méme aprés la greffe d'llots seule pendan! un mors et aprés 

la greffe secondaire de pancréas. 

Généralites 

nournture a volonté 

borsson a volante: 

Suivi clinique 

- Pords: touts les 7 1ours 

Drurése: quotidrennc. 

Consommat1on d'eau quot1d1enne. 

Suivi biologique 

glycem1e br-hebdomadalfe. 

giycosune quot1d1enne 

ansulmem1e deux fo1s par mo1s. 
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Histolog1e 

- Analyse morpholog1que fixat1on des organes da ns du formol a 10% 

P.ancréas natif (WF). greffon (l) avec sulure vasculaire el d1geslive. 

thymus. durée moyenne 6 jours. lnclusion en paralfine (3 blocs) 

coupes colorées a l'héma1oxyline-éos1ne-safran. 
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1) Mise au point de la technique chirurgicale : 

Pancrtiatectom1es fn=10J la durée moyenne du prélévement du 

pancréas chez le donneur a été de 2 heures 30. le greffon étaít de 

bonne quallté dans 100% des cas et la durée de l'íschémíe fro1de était 

de 2 heures en moyenne. 

Transp/antat1on pancreat1q11e rn; tOJ La glycémie chez le receveur a 

tou¡ours été retrouvée entre 3. 5 et 4 O gil malgré l'administral1on 

d'insuline avant la ch1rurg1e La duree moyenne de la dissect1on des 

vaisseaux (aorte et veine cave) a étee de 30 minutes celle des 

anastomoses de €0 minutes et la duree du clampage a done été de 60 

minutes 5 rats sont morts lors du déclampage du falt d'une grosse 

hémoragie au rnveau des anastomoses deux autres sont morts 24 

heures aprés la ch1rur91e et seulement les tro1s derrnérs sont restés 

vivant plus1eurs 1ours. 1ous les tro1s avec guérison clinique du 

diabéte. normoglycém1e. glycosurie négat1ve. d1urése et 

consommat1on d' eau normales ¡usqu'au re1et a J 14 

Aprés le re¡el (glycém1e > 29. glycosune ••••. d1urése > 25mll24h) on 

a préleve le greffon et en cas de l19ature des canaux pancréauques 

nous avons trouvé une importante d1latat1on kyst1que 

mtra·parenchymateuse av~'.: des.tructton quas1 totate du t1ssu 

pancréat1que et accompagne d" signes de re¡et 1 Photo 331 

2)1nduction du diabete 

Nous avons ut1\lsé 24 rats (WF~ male:':i ages de 9 semames pour 

mdurre le d1abe1e avec un taux de reuss1te de 100% des cas Tous 

les rats ava1ent une glycem1e a J3 et a J14 3grll 
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3) Résultats du protocole expérimental 

groupe 1 (grefle de pancréas isogénique) 

Pancreatectom1e fn•ó): La durée moyenne de la pancréatectomie chez 

le donneur (WF) a été de deux heures. avec 100% de greffons de bonne 

qualité, la duree de l'ischemie chaude a été de 2 minutes et celle de 

l'ischem1e froide de 2 heures 

Transplantat1on fn=ó/. La glycem1e avant la chorurg1e chez le receveur 

était entre 3 et 4g/I. La durée de la d1ssect1on des va1sseaux a é!é de 

25 minutes. la durée du clampage aort1que a été de 50 minutes. celle 

des anastomoses vasculaires de 45 minutes. et celle de l'anastomose 

d1ges11ve de 20 minutes. La duree totale de la chirurg1e a élé de 2 

heures. La surv1e aprés la ch1rurg1e a ele 83% (un rat est décedé 24h 

apres) et le taux de guérison a ete oe 100% ave e normal!sat1on de la 

glycém1e. glycosurie négat1ve el d1urese < 15 ml/24h (graph1ques 1. 2 

et 3 ). Un rat est mor! á J 60 par occlus1on 1ntes11nale 

Groupe 2 (greffe de pancréas aflogén1que sans ITGIT): 

Pancreatectom1e (n=óJ mémes résultats que le groupe 1. 

Transp/antat1on pancréat1que (n=ó) la glycém1e e hez 

éta11 entre 3 et 4g/I Les durées avant la chirurg1e 

operatoires ont été d1ssect1on des va1sseaux 25 mn 

40 mn. aor11que 45 mn anastomoses vasculaires 

le receveur 

des temps 

clampage 

anastomose 

d1gestive 20 mn duré e tl'.'ta!.¿. de !=: ch;:-urg¡e 2 heures 5urv1e 100%. 

1·etf1cac11e de la greffe e1a11 manifeste dés le lendemain el se 

confirma1t par le mamt1en d'une d1urese mférieure a 15 ml/24 heures 

sans glycosur1e la glycem1e eta1t normalisée dans le 100% des cas 

(graph1ques 1. 2 et ) Dela1 de reJel 1 O 1ours Compflcat1ons un 

anevrysme aort1que au rnveau dP. l'anastomose anterielle (Photo 34 ) 

et une fistule d1gest1ve au niveau de !'anastomose duodeno·duodénale 
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( Pho1o J5 ). 

Prélévemen1 du greflon : 

L'abla1ion du pancréas greffé a é1é réalisée lors que la glycémie 

augmentai1 ( >2g/I) auss1 que la diurése ( >30ml/24 heures) ave e 

glycosune posi1ive Le gretfon resta1t bien vascularisé et aisément 

dissociable des organes voisins 

Macroscopie : 

Greffon augmenté de volume environ 5cm x 2cm; 

Pancréas natrf (WF) normal. 

Histologie: 

Pancreas nat1t (WF) peu d'llots. en moyenne 5 a 6 par coupe. petits. 

contenant quelques lymphocytes (photo 36) Un cas avec inf11trat 

cellulaire ll predominance sous capsulaire avec pancréatite 

oedémateuse (photo 37) 

Greffon glande pancréat1que transtormée en un t1ssu comportan! 

-oedéme ma¡eur 

polynucleaires. 

1nfrltrat cellulaire lymphocytes. macrophages. 

neutroph1Jes (Photo 38). 

- oclusrons des pet1ts va1sseaux par des thromb1 f1br1no - cruonques 

Jthromboses recentes. inf1ltrat cellulaire lymphocytaire et a 

polynucleaires 

-le:.icr.::. de Vd:;cu1a.rne parietale lymphocytes avec necrose 

ffbrmo1de de la paro1 des va1sseaux 

- en peripherie du "pancreas" quelques foyers ou on rec:onnalt des 

acrnis de glande pancréat1que 

pet1t~ canaux mt1ltrés 

polynucleaires et oedeme 

par des lymphocyteo. macrophages. 

colonisat1on des acm1s par des 

Jymohocytes cellules exocnnes necrosées pas d'llots 
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reconna1ssab1es 

- canaux pancréat1ques canal1te oblitérante. nécrose partielle de la 

paro1. une obl1tération de Ja Jum1ére par des bourgeons conjonctifs 

jeunes 

- vaisseaux quelques fils de suture visibles. réact1on inflammatoire 

minime autour de ces fils anastomose vasculaire du greffon 

artér1ophat1e du cóté gretton avec une proliterat1on 1nt1mo-médiale 

associée ll des élements inllammatoires 

- suture d1gest1ve cote receveur (WFJ pas d'alterat1on coté du 

greffé: necrose de la tun1que d1gest1ve. d'allure ischem1que colonisee 

pour des lymphocytes et des polynucléaires. 

Groupe 3 (n•6) (greffe de pancréas allogéníque avec ITGIT): 

/solement des /lots La durée de la pancréalectom1e chez le donneur a 

été de 15 minutes et la durée de l'1solement a été de 3 heures et dem1. 

en moyenne nous avons obtenu 400 flots par pancréas. la pureté des 

llots ll chaque fo1s a été de 80% 

Greffe 1n1ra-1llym1q11e nous avons real1sé 6 greffes d'flots en 

intra-thym1que, par ponction directe de 750 ilots dans chaque Jebe. 

Ja duree de la chirurg1e a été de 20 minutes Nous n'avons pas réuss1 á 

améliorer s1gn1f1cat1vement l'hyperglycémie ma1s la surv1e apres la 

grette a éte de 100% 

Greffe pancreaf1q11e nous avons fa1t 1usqu'á present 2 greffes 

pancréat1ques chez le rat JWFJ d1abét1que avec ITGIT les rl\sultalo 

de la transplantat10n ont éte le mémes que dans Je groupe 2 

L'etl1cac1té de la gretle eta1t manifeste des le lendemain ma1s le 

dela1 du re1et a éte auss1 de 1 O 1orus 

Groupe 4 (n=6)(greffe de pancréas allogénique avec ITGIT 

deuxiéme donneur dífferent) 

/solen1ent des ilots 1dem groupe 3 
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Greffe mtra-tnymu¡ue 

Greffe pant:t"eatique 

protocole 

idem groupe 3. 

nous n'avons pas commencé cette partie du 
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Le diabéte experimental 

Résume de la question : 

11 en existe plusieurs modeles 

1) La pancréatectomie chirurgicale total e. 

Elle serait la méthode 1déale ma1s. réalisée chez le rat. la mortalité 

est proche de 100% á 7 1ours (25) Elle n'est pas adaptée aux 

techniques de grefte vascularrsée env1sagées. 

2) Le diabéte spontané des rats BB. 

11 suvient chez des rats W1star. non consangums et non obéses. entre 

40 et 140 1ours a pres leur na1ssance o· origine génélique 

(transm1ss1on autosom1que récess1ve) et 1mpl1Quant un désordre 

1mmunítaire encere mal connu. 1/s se caracterisent sur le plan 

h1stolog1que par une "1nsuhte" genérahsee et intense avec des lésions 

1dent1ques a celles observees chez l'homme atteint de d1abete 

msulino-dépendant d1agnos11qué précocément (23) Ce modele. encare 

récent. n'a pas encare éte utrlise pour l'etude des greffes 

vasculansees de pancreas 

3) Les d1abétes ch1m10-induits. 

Alloxane et Streptozocme provoquen! la destruc!lon des cellules [l de 

Langerhans ( 26) Mars les caracterrst1ques du d1abéte obten u et 

sunout les effets secondaires les opposent 
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a¡ L'alloxane: ;.. des doses de 65mglkg adm1n1strées en 

intra-veineux, il provoque un diabéte cétos1que avec augmentatron du 

taux circulan! des acrdes gras libres Ma1s la mortalllé est élevée aux 

doses diabétogénes (40% de décés á 40mgtkg) essentiellement par 

néphrotoxicité De plus une faible variat1on de Ja dese modifre 

beaucoup l'mtens1té du d1abete. Enhn son act1on esl rnhibée par les 

varrations de glycémre et surtout par l'hyperglycem1e. Néanmoins. elle 

lut utilisée avec succés par Orloff et Sun Lee p1onniers de la greffe 

vascularisée chez le rat 

b) La streptozocine: an11biol1que 1solé a partir du mil!eu de 

termentallon de streptomyces achromogenes. elle a élé décrllc pour 

la premiére fors par Herr en 1960 Apres rn¡ectron de 65mg/kg 

administrée en mtra-verneux. les animaux présentent une 

hyperglycémre sévére avec hypo1nsulrném1e. cétonurre. perte de poids 

et cataracte L'hyperglycemre decoule d'une augmentalion du niveau de 

néo·glucogénése et d'une d1m1nut1an de la glycalyse el du cycle des 

pentases-phosphates L'act1v1te des enzymes glycogénolyt1ques et de 

la glycogéne synlhélase est drmrnuee et ce!!e ac11v1té est restauree 

par l'insulrnothérap1e Elle presente de nombreux avantages 

Trés farble mortal fié á 65mglkg (DL 50= 140mg/kg). 

Etfets toxiques négl1geables En partrcul!er n'y a pas de 

neohrotox1c1te 

L'add1t1v1tP d~~ cf1c:;::; d~ µe11res aoses success1ves permet 

d'obtenír un diabete severe sans augmenter les risques toxiques 

generaux 

- La relat1on dose-effet est telle qu'1J faut une variat1on importante 

de la dose pour mod1f1er 1'1ntens1té du diabéte 

Ces avantages sont temperes par son 1nstab1l1te ch1m1que une fo1s 

au·elle est d1luée et par la variab1hte de sens1b11J1e entre les souches 
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d'animaux. ce qu1 necess1te des essa1s préllmmaires pour défmir la 

dose entralnant les effets souhaités 

Naire choix 

La streptozocine est actuellement l'agent d1abétogéne le plus utilisé 

et nous l'avons cho1s1 pour notre protocole 

De nombreuses techn1ques ont été proposées pour réallser I' mjection 

intraveineuse de streptozocme (dans la veme de la queue. dans la 

veme dorsale du penis) Neanmoms. nous avons cho1s1 la veme saphéne 

externe pour fa1re l'in1ec11on ce qui assure que l'mtégrallté de la dose 

est intravemeuse. L'1nject1on nous a paru tres lac1le. sans effets 

secondaires sur le s1te d'm1ect1on ¡pas de sclerose). avec 100% de 

succés. 0% de mortahte et dans les rares échecs de 

cote on peut ut1ilser l'autre cóté Nous n·avons 1ama1s observe de 

rém1ssion spontanee du d1abéte 

lsolement des Tlols de langerhans. 

Mise au poinl sur la queslion 

La prem1ere méthode d'1solement des ilots de Langerhans cons1sta1t a 

d1stendre le pancréas. le decouper et le d1gérer par une collagénase 

(271 Cette technique ut1l1see pour les prem1éres greffes ne 

permetta¡t d'c.it1er11r qu'un nombre tre::. llffult'.: d'ilult. ttnvlfon 1 d 2ió 

ele la mas se insula1rc or 11 en faut 10% pour cornger un diabéte 

mdu1t chez !'animal et probablement plus chez l'homme C'est dire que 

l'1solement des llots de Lange1hans demeure l'ecue1I essent1el a la 

gr effe 

Des travaux ont eté reahses pour amél1orer le nombre et la quallte 

des ilots 1soles Pour fac1l1ter la d1gest1on enzymat1que ont ete 



29 

comparees tes dtstensions glandulaires par votes ductale. arténelle 

et veineuse (28) De méme. ont été essayés de trés nombreux 

procédés de découpage du pancréas. Des tentativos de standardtsatton 

de la d1gestion enzymatique portan! sur la concentrat1on. le type de 

collagénase, la durée et le mode d'incubation, l'util1sat1on de 

chambres de digest1on, se sont tou1ours heurtées a la trés grande 

variabilité des lots de collagenase. De fait, ces techniques n'ont pas 

permis d'obtenir suft1samment d'Jlots a partir d'un seul pancréas pour 

espérer comger un d1abéte. Ce n'est que depu1s deux ou tro1s ans que 

sont apparues des techn1ques permettant d'obtenir plus de 10% de Ja 

masse insulaire. 

Pour facil1ter Ja separat1on des ilots du t1ssu exocnne. J'ut1l1sation 

de tam1s métalliques a ete proposee Neanmo1ns. des fragments de 

pancreas exocrina passent a travers ces tam1s. ce qui necess1te une 

étape de purificat1on. La technique Ja plus souvent utilisee est cel/e 

d'un grad1ent de dens1té (Percoll. Ficoll. albumine). Une centnfugation 

permet aux Jlots, gréce 11 leur densité spécif1que, de se local1ser au 

niveau d'une interphase donnée 

Notre strategie 

Nous avons ut1/isé pour notre protocole la méthode de Gotoh (20) 

Nous avons réuss1 a obtenir de 400 a 500 Jlots par pancréas. ce 

ch11fre est lout d faH comparable a celu1 des autres publlcat1ons 

Nous avons utihse le grad1ent d'h1stopaque oour la punflcat1on. qw 

donne des resultats reproduct1bles La morpholog1e et la pureté des 

ilots a eté auss1 comparable a cel/e ta des autres pubhcat1ons (Photo 

39) (291 En moyenne nous avons ut1l1sp 4 donneurs (4 x SOOI pour 

chaque grette 
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Grefle d'flots 

Etat de la question 

La premiére tentatrve couronnée de succes pour traiter le diabéte 

expérimental par la transplantation d'ilots de pancréas 1solés n'a 

about1 qu' a une amélioration temporaire de l'hyperglycémie aprés 

injection intrapéritoneale chez le rat Cependant. peu de temps aprés. 

Ball1nger et Lacy ont rapporte le prem1er tra1tement permanent d'un 

diabéte indurt expérimentalement par une transplantat1on d'ílots 

(7.47). A partir de cette experrence. plusreurs équrpes ont réussr des 

greffes d'flots pancréatiques chez le rat d1abét1que dans differents 

s1tes rate. veine porte. capsule rénale testrcule. thymus... toujours 

avec ouccés su1 re controle métabohque du drabéte. Ces découvertes 

ont condurt á un regain d'mtérét dans le champ du trartement du 

diabéte. et ont donné l'esporr que cette strategre pourrall devenir 

éventuel/ement un trartement chez l'homme (30) 

Nos soucis 

Nous n'avons pas reuss1 un contróle metabohque suff1sant chez le rat 

d1abétíque par des greffes d'ilots pancréallques 1mplantés dans la 

verne porte (3 500 ilotsJ. sous la capsule rénale (1 500 f/ots J ou dans 

le thymus ( 1 500 ilots J 

Leo pr1roc1palt:> causes d'echec de la greffe d'ilots pancreatrques 

rapportes dans la l1terature sont 

nombre d'ilots 1nsuff1sant une étude chez le chien fa1t etat d'un 

nombre mrnrmum de 3 a 5000 ilots/kg 

1schem1e prolonqee altérant probabJemcii! le taux de surv1e des rtots; 

1nsuff1sance de 1 a purif1cat1on du t1ssu transplanté. c'est a dire 

contaminat1on du trssu endocnne par le t1ssu exocrine responsable 
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d'une st1mulat1cn do la repense 1mmun1ta1re et auss1 d'une 

destruction inflamatoire non spécifique 

la toxic1te pour /es ílots de l'hyperglycémie ex1stant imméd1atement 

aprés /'implantation ma/gré une insu/inotherapié exogéne entourant 

la greffe, nous n'avons pas obtenu d'amb1ance glycémique favorable á 

fa prise d'i/ots. 

Nous penson s que toutes ces causes sont partie//ement presentes dans 

notre travail et que ce point do1t l!tre trés amé/ioré 

Greffe de pancréas 

En général : 

a) Chez l'homme : 

Les greffes segmentaires hétérotop1ques sont les plus couramment 

réalisées ma1s la greffe de pancréas ent1er. 

duodenal. trouve actuellement un regain 

orthotop1ques restent l'except1on 

avec ou sans segment 

d'1ntérét. Les greffes 

Le point essent1el de d1scuss1on ch1rurg1cale est l'att1tude lace a la 

sécrét1on exocrme Les techniques /es plus ut1/isés sont /'injection 

de polymére le dra1nage urinaire et le drainage entérique 

L'ecue1/ du re¡et reste au prem1er plan. do1t etre traite rap1dement 

pour preserver les ílots Le d1agnost1c precoce est mal a15e et 

plus1eurs moyens ont ete propases dosage de /'amylasune /orsque le 

dra1r1í:tge exocnne est assure dans les vo1es unnaires. b1ops1e 

/orsqu'il se fa1t dans l'estomac Lorsqu'1I a une greffe renale 

couplee. la déténorat1on du rem sera1t un bon indice ma1s ti est 

poss1bfe que les re¡ets surv1ennent séparémenl Un reg1me 

1mmuno·suooresseur effrcace re5te a etab/lr 

La duree max1ma/e de conservat1on du gretfon avant greffe est encere 

mcertame la plupart des equipes s'attachent a Ja hmuer a 6 heures 
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Actuellement dans les meilleurs éqwpes. la surv1e du greffon a 1 an 

est enviran de 50% et celle du patient de 90%. Ceci est tres supérieur 

aux chiffres d'1I y a une décenn1e ma1s resre ene ore rrés msufhsant. 

b) Chez le rat 

De nombreuses techmques ont été rapportees elles different par la 

masse de t1ssu greffé. l'attitude tace á la secréuon exocrine. et le 

mode d'anastomose vasculaire O . les resultars dépendent plus de 

l'enlrainement m1cro-ch1rurgical que du choix des techniques. 

Nos succés : 

Nous avons cho1s1 par naire protocole le greffe héterotop1que de 

pancréas total avec drainage véneux periphénque sur la veme cave 

qui donne de tres bons resultats cliniques. 

Nous nous sommes enrramés au prélévement du pancreas. Lors de 10 

pancréatectom1es totales. la d1ssecllon nous a paru trés d1ff1c1le. 

supérieure a 3 heures la d1ff1culté ma1eure residan dans la ligature 

un un 

imperfecuon 

des pet1ts va1sseaux pancreat1co-duodenaux toute 

entrainant une hémorra91e 1mposs1ble a contróler par 

électrocoagulat1on Aucun donneur n·est décede avanr la fin de la 

pancréatectom1e. et on a reuss1 a obtenir 10 greffons de bonne 

qualité Nous avons pu ensu1te reduire la duree de la pancrearectom1e 

a moms de 2 heures 

Nous nous somme!=I ~ritr;llnt:~ ctuss1 a la greffe pancréat1que Nous 

avons tou¡ours ut1flsee un receveur d1abet1que. qui est moms 

res1stant a la chirurg1e. pour avoir un modele plus proche de ta réalrté 

de notre protocole Nous avons pra11que 10 greffes pancreat1ques 

tou¡ours avec J1gature du canal oancre-a11oue pour seulement 

l'entrafnement a la réal!sat1on des anastomoses vascula1res qui est 

dé¡a une procédure tres longue Les cinq prem1ers receveurs sont 
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décédes lors du declampage par grosse hémorragie. Les deux suivants 

sont décédés 24 heures aprés la chirurgie et les tro1s derniérs sont 

resté vivants jusqu'au rejet Nous avons pu constater qu'en cas de 

ligature du canal pancréatique on trouvait un importante dilatat1on 

kystique intra-parenchymateuse avec destruction de quasi la totahté 

du tissu exocrtne et endocrine: nous avons done déc1dé d'assurer le 

drainage exocnne par une anastomose término-latérale du segment 

duodénal du donneur ll la tro1s1éme portian duodénale du receveur. 

Nous avons réussi dans les groupes 1. 2 et 3 cette modal1té de 

transplantatlon avec des compilcations mm1mes, et nous n'avons plus 

trouvé de d1latat1on du canal pancréat1que apres le drainage La mise 

au point flnale de cene techrnque nous a done perm1s d'obtenir 

constamment une guerison du d1abéte mdu1t par la streptozocine chez 

le rat aans tous nos groupes expénmentaux d'1so ou d'allogrelle 

lnduction de tolérance par grelfe intra-thymique 

a) Généralités : 

11 e1(1ste de nombreuses manieres d'mduire des tolérances en ag1ssant 

sur le receveur {lrrad1at1on. transtus1on. méd1caments ... ) au le donneur 

(lmmunoalterat1on 

La greffe mtra-thymique a éte plus recemment proposee Dans son 

princ1pe l'in¡ect1on d'allo-an11genes dans ,,. th;'mu&. a1ors que les 

lyrnpnacytes circulant ont ete détrutts par une dose un1que de serum 

anti- lymphocyta1re. permet la maturat1on de nouveaux lymphocytes 

au conlact de ces allo-ant1genes qui sont alors reconnus comme 

"selt". au méme tltre par exemple que l'étabhssement de la 

reconna1ssance du so1 pendant ta v1e foetale 
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b) Etat actuel d'avancement 

Cette induction de tolérance a d'abord été obtenue pour et par des 

llots pancréat1ques chez le rat131 ). Elle a été ensu1te réussie chez le 

rat egalement pour le rein organe á l'aide de glomérules (32) Plus 

récemment des cellules spléniques cu de moelle osseuse ont été 

utilisées comme source d'ant1genes inducteurs. Un travail chez le rat 

a également perm1s l'1nduct1on de tolérance pour le coeur 

e) Les raisons de notre protocole 

Les prem1eres échecs de cette stratég1e ont également été rapportes 

La xenogreffe d'llots de porc chez le rat n'a pas permis la tolérance 

ulterieure d'ilots porcms cryoconserves du meme donneur. Dans 

l'opllque d'une application cliníque chez l'homme. des quest1ons 

brúlantes se posi:int Ouels arit1genes et quelle quant1t~ d'ant1genes 

sont nécessa1re pour indu1re cette tolérance ?. Est-elle "uníverselle" 

une source unique d'antigénes (cellules splén1ques) peut elle índuíre 

cette tolérance pour tous les organes (rein. coeur. fOle. pancréas ... ) ? 

Cette mduction est- elle poss1ble pour toutes les especes. notamment 

les gros mamiters ou est elle flm1tee aux rongeurs ? . Peut-on 

dépasser le stade des allogreffes et obtenír des xenogreffes toférées 

Encourages par le travail sur les glomérules permettant une mducuon 

de tolerance pour le rem organe entier. nous avons voulu vo1r s1 de 

simples flcts (Untté ant1gén1oue restreinte) pourra1en1 1ndu1re une 

tolérance oour le comolexe oancreas organP (ill)tc; ~xocrme 

va1sseaux + canaux . .. ). la stratég1e de greffe d'organe pancréat1que 

étant actuellement assez eff1cace métabol1quement chez l'homme 

d) Etat d'avancement actuel et réponse partíelle 

Alors qu·apre-s une relat1vemer.~ courte penode de mise au poinL nous 

grefles de glande pancréat1que chez le rat d1abet1que eta1ent su1v1es 
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d'un succés constan! si nos grettes d'ílots ont tou¡ours été 

accompagnées d'une amélioration notable de f'état général. nous 

n'avons pas réuss1 des grettes su1v1es de normalisation métabolique 

signit1cat1ve 

Ceci pourra1t été du a la quant1té des ilots in1ectés. mais nous 

pouvons garantir un chiffre mm1mum de 1 500 ilots par greffe. Ce 

chiffre est peuHltre msutt1sant. des quant1tés de 3 á 5 000 rlots 

nécessaire ont élé récemment rapportees 

La qualité des Tlots peut aussi étre responsable. H1stolog1quement. 

l'aspect des nos Tlots isolés s'est revelé constamment adéquat mais 

cec1 est un cntére msuttisant de v1ab1f1te (Photo 39). Dans quelque 

cas. nos llots ont été étud1és en 1ncubat1on á JTC. 5% de C02 dans 

f'air á bas qlucose (5 mm~! 30 m.nutes¡ et haut glucose (25 mmol. 

30 minutes). Dans la ma1onté des cas une repense satlsfaisante en 

1nsulmo-sécrét1on a éte obtenue. Neanmoms. méme s1 le laborato1re 

posséde depu1s longtemps la techn1que d'1sofement. cette méthode 

reste aléatoire et des lots ent1ers d'ílots peuvent se reveler 

inefflcaces 11 est sürement souhaitable de vérif1er pour chaque Jot. fa 

v1ab1l1té par f'éJude oe f'1nsul1no-sécré!lon. 

La punf1cat1on des ilots est importante des contammants exocnnes 

par exemple faci11tant Ja destruct10n non 

Nos préparat1ons récentés éta1ent 80% 

ditt1c1Je d'améhorer 

spéc1t1que de f'endocrine 

pures. ch1ttre qu'1I est 

01vers s1tes ont de¡a ete propases pour l'm1ect1on des ílots dans le 

cadre de greffes banales la rate. la veme porte. le re1n Néanmoins 

quelques essa1s temo1nn dans d'autres s1tes que le thymus (rem. 

veme porte) ne nous ont pas apporte oe resu/tats plus sat1sfa1sants ti 

n·en reste pas moms que Ja grette d'flots 1ntra-thym1que est 

part1cullerement d1fflc1le et a nécess1te un longue période de mise au 

pornt Méme actuellement nous ne pouvons garantir que la quant1te 
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d'ílots in:ra·thym1que souna1tee est obtenue a chaque to1s. Des fuites 

sont possibles malgré l'oblitérat1on du pomt d'in1ection. L'étude 

histolog1que exhaustivo des greffons thym1ques injectés a montré les 

aléas de la technique avec une présence souvent msufhsante d'rtots. 

De plus ceux - c1 se 1rouva1ent trop souvent dans des anfractuosités 

inter-fobulaires et pas dans le cortex thymique lu1 méme (Photo 40). 

Néanmo1ns c'est auss1 a de nombreuses reprises que nous avons 

observé des llots vivants allogéniques dans le thymus aprés deux 

semaines. Cette 1mplantat1on reste a améllorer 

Plusieurs autres facteurs sont possiblement en cause Par exemple fa 

surv1e d'allo·ant1genes 

avons obtenue peut 

1ntra-thym1ques en quanllté f1mitée que nous 

etre msuff1sante en présence de la lorte 

hyperglycémie pers1stan1 aprés une greffe de t1ssu en quant1té el en 

qualite 1nsuft1sante L'hyperglycém1e 1nh1berait de lacen 

fonctionnefle l'1nduction de cette lolérance 

A ce jour. il n·a pas été possible d'accompfir la deuxiéme partie du 

protocole sur la spec1f1cité de l'mducllon en démontrant son 

ineff1cac1té pour un autre donneur allogen1que Globalement 

l'hypothese d'une mduct1on de tolérance pour un pancreas organe par 

des llots 1ntra-thym1que prealables du méme donneur dans un modéle 

allogénique chez le rat ne peut élre re1etee en ra1son de l'état actuel 

d'avancement de notre trava1I Nous devons réussir au méme tttre que 

nos greffes pancréat1ques. des greffons d'ilots 1ntra-thym1ques qui 

sera1-:an! a lo. 1ci5 eff1cact's metaoo11quement et de plus susceptibles 

d'mduire une tolerance 
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Le diabéte insulino dépendant !cuche enviren 150 000 patients en 

France. avec prés de 3 000 nouveaux cas annuellement La qualité de 

vie de ces patients est réduite. les complications 

microangiopathiques ont une morbídite extreme. source d'insuttisance 

rénale et de céc1té. Au moins ces dern1éres complications sont trés 

dépendantes du contróle glycemique qui reste, plus de 60 ans aprés la 

découverte de 1'1nsul1ne. d1ff1c1le et fast1d1eux a obtenir avec des 

1n1ect1ons méme mult1ples sur les 24 heures 

Ouand un organe est detru1t il est log1que de vouloir le remplacer par 

l'organe homologue done 1ci le pancreas 

Seuls les ilots etant détru1ts dans le d1abéte insulino-dependant 

commun auto - 1mmun. c'est leur seul remplacement qui est peut • 

étre le tra1tement lf::' p!'J'S p:¡y:;:o/cg¡que et ie p1us 1091que 

La greffe d'ílots pancréat1ques a de nombreuses potent1ailtés 

(plusieurs 

évaluat1on 

s1tes d'implantat1on 

qualitat1ve son 

possibles 

essor est 

cryoconservation. culture. 

pour l'instant freiné par 

l'inconstance des succés métabohques bien que des guensons v1ennent 

d'étre rapportées ces deux dern1éres années La greffe d'organe 

pancréat1que est plus souvent métabol1quement active et la morb1d1té 

chirurg1cale pers1stante est en regress1on Ces deux allogreffes. ilots 

et pancréas. partagent la meme necessrte d'une 1mmunosuppress1on 

"lourde" S1 celle c1 est acceptée sans retlcence dans le cadre de 

malad1es morte/les a court terme ~c~rd1f'lque e:.: hepa1ique-1 d en va 

tres d1fferemment du d1abéte qui n'est pas du tout une malad1e a 

risque vital 1mmediat 

1mparfa1t existe 11 est 

et cu un tra1tement l'insulme. méme 

done tout a fa1t licite de poser le probleme 

en terme de risques de J'1mmunosuppress1on avec de plus des succes 

aleato1res de la greffe versus tra1tement trad1t1onnel En fa1t 
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actuellement la communauté scient1!1que n'est pr~te á accepter la 

greffe comme traitement du diabéte sucré que si l'immunosuppression 

est sans danger (émergence de nouvelle drogues) ou supprimée 

immunoaltération. immunoprotection ou induct1on de tolérance. 

La greffe d'flots pancréatiques intra-thym1que chez le rat indu1rait 

une tolérance donneur spécifique pour les flots qui peuvent alors étre 

greffés sans immunosuppression en un s1te quelconque du receveur. Si 

cette hypothése a un caractére général. elle poura1t révolutioner la 

stratég1e des greffes quelques allo (ou xeno ) ant1genes d'une cellule 

souche greffés dans le thymus. 1nduira1t pour toute les espéces. 

homme compns. et avec tous les croisements poss1bles. une tolérance 

pour tous les organes ( 33). quelques cellules spléniques d'un primate 

dans le thymus d'un humain permettra1t a ce dernier de recevoir sans 

immunosupprenmon une greffe de cceui du meme oonneur.. 

Dans la mesure ou la greffe de pancréas est actuellement. nous l'avons 

vu. plus souvent métaboliquement active que celle des flots. nous 

avons cherché á étendre l'hypothese 1n11iale d'induct1on de tolérance 

au pancreas entier porteur de mot1fs ant1gén1ques plus complexes que 

les flots seuls. 

Narre modele de rat diabét1que a éte rap1dement au point. Le 

prélévement du pancréas su1v1 de sa greffe. avec succés metabol1ques 

constants. malgré sa réputat1on de d1ff1culté. a éte réuss1 sur un 

grand nombre de cas Notre méthode d'1solement d'ilots nous a perm1s 

d'obtenir des llots viables en grandP quant1tc De fac.on mattenaue 

nous avons eu les plus grandes d1ff1cultes a obtenir des succes 

métabo11ques prolonges avec nos greffes d'ilots mtra - thym1ques. s1 

bren Que nos tentat1ves d'induct1on de tolerance prolongee sont 

actuellement l1m1tées par cette d11f1culte d'obtent1on de succes des 

gretfes d'ilots mtra - thym1ques méme s1 nous obtenons dé¡a 

constamment des ilots a/logérnques en ce s1te viables sur une longue 
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durée. L'hypothése d'une induction de tolérance chez le rat par des 

flota intra - thym1ques pour un pancréas hétérotopique n'est done 

nullement rejetée mais demandera encere quelques temps de mise au 

point. Ce travail nous a d'ors et déja permis d'obtenir plusieurs 

succés au prem1er desquels se situe l'allogrelfe de pancréas 

métaboilquement active chez le rat diabét1que. 
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