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INTRAODUETION :

e diabete nsutino-dépendant (DID) est la consequence d'une
destruction des cellules P des ilots de Langherans. le plus souvent
secondaire a une maladie auto-immune spécifiqguement dirngée contre
ces cellules (diabete de type |} La gravité de cette affection tient
essentiellement. accidents metaboliques aigus mis a part. a la
survenue des complications dageneratives chroniques micro- et
macroangiopathieques, source d'une morbidite et d'une surmortalite
importantes (1) Des etudes eépidemiologiques suggerent que
I'hyperglycémie chromique joue un role preponderant. dans l'apparition
de ces complications degeneratives (2.3) Le traitement du DID repose
toujours sur l'administration d'insuline exocgene. mais. quels que
soient les progrées de l'insulinothérapie e! des mesures therapeutiques
associées, ce traitement impose de lourdes conlraintes el son
efficacitée a long terme reste imparfaite. Linsulinothérapie ideale,
reproduisant la physiclogie de la ceflule 8 n'existe pas et le pancreas
endocrine aruficiel n'est pas utilisable au long cours de maniere
frable et commode {4)

Ces données expliquent les differentes voies de recherche destinées
s0it & prevenir ou & hmiter Ja destructhron des cellules § a un stade
precoce de ia maiadie auto-immune. soit. a l'autre péle de I'histoire
naturelle de la maladie. a remplacer e tssu insulino-secreteur
detruit par une grefte

Amns) le but ideal de ia transplantation pancreatigue (TP} est de
restaurer une nhsulinosecretion physiologrgue. permettant d'assurer
une normoglycemie siricte prolongee e! une correction des autres
anomaiies metaboliques observees au cours du DID Les benefices
attendus dune TP sont de supprimer ies conlraintes et les risques
inherents a tinsufinotherapie. et par la dameéliorer tes conditions de

vie des malaces, er. plus encore. de prevenr ou de fimiler la survenue
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et/ou {'évolution des complications degéneratives chroniques (5).
Etat de la question

Chez le rat

L'experimentation animalie trouve donc ici encore un vasie champ
d'application. I a été  realise des greftfes pancreéatiques
héterotepiques. ortholopiques, qui restent l'exception, avec drainage
entérique. draihage urinaire (6.7). obhitération par un polymere,
ligature ou drainage libre dans le peritoine. mais il s'agn toujours

de areffes 1sogéniques ou allogénigues avec immunosuppression.

Chez I'homme

Actuellement. la greffe de pancréeas vascularisee est la seule methode
efficace. Depuis les premieres greffes pancreéatiques réalisées chez
I'homme par Kelly et Lilehe:r en 1966 {8) les resultats de |la
transplantation pancreatique se sont ameélicrés de facon constdérable
grace en particuller aux nouveaux agents IMMUROSUPPresseurs. sans
toutefois atteindre les resultalts obtenus en 1transplantation d'autres
organes comme le remn. le coeur ou le fole Si I''/mmunosuppression
d'aujourd'hui est plus etficace en terme de politique ant-rejet elle
I'est auss: dans !a genese de ses complications On peut mourrr d'unc
encephalite a cytomegajovirus au premier mois d'une greife ou dune
iymphome gqueiques annees plus tard (9} Faut-1it preferer ta
nephrotoxicite de la cictosporine a la neéphrotoxicite de
I"hypergiycemie pour une maladie -apres tout- non vitalement

menacante comme le diabéte 7



Le registre nternational des iransplantations pancreéatigues teru par
Sutherland a Minneapolis recueille les données de toutes Jes
transplantations pancréatiques effectuees dans le monde (10) Le
taux actuariel des greffons fonctionnels a 1 an est de 44% en geénerat,
et selon la technique de 46 % pour I'obstruction des canaux
pancreatiques. 44% pour le drainage intestinal et de 43% pour le
drainage urinare. et il n'y a pas de données chiffrés précises apres ce
temps Le rejet du pancréas est cependant la cause la plus frequente
de perte du greffon 4 plus long terme = dans la serie de Lyon environ
50% de greflons sont perdus dont la moiié par rejet (11,12}

Le fait de pouvoir se passer d'lmmunosuppres'sion permettrait
d'élargir cons:derablement les indicattons d' utiiisation de tissu
pancreéatique wvivant pour l!e traitement du diabete sucré humain En
effet la greffe de pancréas necessite actuellement comme tous les
organes la prescription dune Iimmunosuppressicn puissante et
permanente qui limite leurs indications aux patients gui justifient

d'une telie immunosuppression dans le cadre dune autre greffe. rénale

en particulier. L indication <classique de ia transplantation
pancreatique est [Iinsuffisance repale chronique. terminaie du
diabetique de type ! o0 transplantations pancreatique et rénale sont
couplees. le rein servant de pius de marqueur de rejet L'amefioration

des résultats permetra denwvisager d'élargir fes indications a4 un stade
moins avancé des complications Seule donc la possibiite de greffer
le pancréeas en absence dimmunosudpression permattrad d'envisager
un iraitement sur une targe echelle des diabetiques

insuiinodependants avant l'appantion de ces complications

Stratégies d'induction de l'immunosuppression.

Le rejet est un probleme commun aux grelfes de pancreas el des ilots



de Langerhans. Les facons d'y remedier peuvent par contre éire

différentes:

-Ilmmunho-protection: Les pancreas bio-artificiels utilisent des
membranes semi-perméables, permettant le passage de substances de
faibife poids moléculaire comme ie glucose (180) et linsuline (5 900)
et empéchant cefui de grosses mofécules et de cellules, comme les
immuno-giobulines ( >150 000) et les lymphocytes Ainsi. la giycémie
du sujet va pouvor venw stimuier a linterieur du biopancreas le tissu
insulino-secréteur protegé du rejet. et linsuline secrétée en reéponse
traverse la membrane vers [|'extérteur du biopancreas. Ce concept
d'immunonisolation ou rmmuno-protection est une alternative 4
F'itmmuno-suppression. Les macrocapsules utihsees sont des fibres
creuses a forme de capiliaie dont ies parois sont constituées dune
membrane a perméabilite seéelective, formee d'un copolymeére de
chlorure de polyvinyl et d'acrylate. Leur diametre intérieur est de 1
mm, le mur du capillaire est de 110 microns et le poids moléculaire
d'exclusion est de 50 000 daltons (13. 14. 15 16)

Dans notre laboratore nous ftravaillons a la déetermination des sités
les plus adéquals pour mpianter ces pancréas bro-artificiels
(intrapéritonéal, sous cutane)

1 existe auss) une autre modalité de biopancreas. la

micro-encapsulation qui repose sur le méme principe (17}

-~ [Immuno-altération. D'apres {a conception ciassigque du rejet de
greffe, tantigéene du greffon sumule directement |e systeme des
lymphocytes T ce qu declenche le processus de rejet |l sembie
matntenant qu'une cellule stimulatrice doive donner deux stgnaux
avant l'activation de la ceilule T dans le processus de rejet de grelfe

Le premter signal est la haison de l'antigene du transplant a la cellule



activatrtce. Le second signal est la liberatiecn d'une molecule
co-activatrice par la ceilule stimulatrice, qui active le lymphocyte T
dans certaines conditions. Comme cette ceilule activatrice est située
déns le greffon, on I'appelle iymphocyte passager C'est cette cellule
stimulatrice du donneur sitluée dans la greffe gu constitue la source
principale d'immunogénicite. L' élmination de ces cellules du grefton
avant la transpiantation (concept d'épuration) entraine la 1tolérance
des aliogreffes sans besoin dimmunosuppression. Les receveurs
grefles avec des ussus ains| pretraites ne présentent pas de réponse
immunttaire. ce qui suggeére un état de tolérance. Les recherches sont
actuellement orientees vers les cultures en milieux enrichis en
oxygéne {95%) ou a basse temperatures (24°C) ou en presence de
serum anti-lymphocytaire ou irradiation U - V du greffon ces
méthodes reduisent ou destruisent les celiules responsables du rejet

cu aiterent la distribution des recepteurs specifiques de surface

(18

-Immuno-tolérance: on peut hdutte une immuno-iolerance par

plusieurs methodes comme la transfusion sanguine et les meédicament.

Induction de tolerance par greffe intra-thymique

(ITGIT)

C'est I'hypothese sur Jlaquelle repose le travail de chirurgie
experimentale que nous avons realise dans le cadre du dipldme
universitare. Une greffe d'ilols de Langerhans allogenique chez (e rat
en un site quelconque (sous la capsule renale) est rejetee. La méme
grefle dans le thymus est immunoprotegee par la presence d'une
barriéere hematologique et parce que le thymus posséde peu
d'atferances Iymphatiques. par conseguent. Ia recirculation des

lymphocytes T malures dans le parenchyme thymiaue es! mintme



Surtout cette greffe intra-thymique induirait une tolérance donneur
spécifique pour un second greffon implanté dans un site non privilégie,
Les nouveaux lymphocytes qui maturent en présence d'alloantigénes
pancréatiques les reconnaissent coemme soi  ("self")(192) et ne
rejetteront pilus le second greffon dont la tolérance a eéte induite par
la premiere greffe

Dans l'optique d'une application humaine i est important de savoir si
I'induction de tolérance par greffe intra-thymique qui a ete rapportée
pour fes ilots est aussi efficace pour la glande pancréatique. dans son
ensemble porteuse d'antigenes plus nombreux et plus complexes que
tes ilots et qui  pour ie moment est plus fréequemment
métabeliquement active dans le traitement du diabéete insuiino
dépendant

Ce protocole necessitait donc au plan technique ia mise au point de
préievement de la glande pancréatique totaie chez le rat normal suivi
de sa greffe efficace chez le rat diabetique Cette étape que nous
décrirons en détail a éte parfaitement reéalisée Par ailleurs la
verilication de I'hypothese d'induction de toiéerance par areffe
prealable intra thymique d'itots nécessitait . nous la décrirons aussi
en deétail la mise au point disolement d'ilots suivie de greffe
intra-thymique. suivie dun temps de Jatence i1mportant avant la
greffe secondare de glande pancreatique et ceci sur plusieurs groupes
experimentaux Ce travail est en vole de realtsation et nous
presenterons son etal d'avancement Nous le terminerons grace a une
collaboration a notre retour au Mexique o0 neus disposerons a'un
iaboratoire de recherche. coilaboration entre nous et les aulres

chercheurs du laboratorre de #Paris ou plusieurs travaillent aussi sur

ce theme.



MATERIEL ET METHODE

Animaux

1) de mise au point: rats Wistar males ages de € a 8 semaines

({160-220g)(IFFA CREDO.Domaine des Oncins)

2) de protocole:. rats Wistar Furth (WF) males ages de 7 semaines
(receveur); rats Lewis (L) males ageés de 7 semathes (donneur d'Tiots
et de pancreéeas); rats Brown Norway (BN) (deuxieme donneur de

pancréas.).

Reéactifs et solutions

1) induction du diabéte: Streptozocine (Zanosar, Laboratoires
Upjohn, Pans La Défense ); Acide citrique (No C-0759, PM 192 1);
Chlorure de sodium isotonique a 0.9% (Pharmacie Centrale des

Hopitaux).

2) isolement des flois: Ccllagenase P (Boehringer); Solution de

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

3) immunosuppression : serum anti-lymphocytaire de lapin
(Merieux)
4) ancsthésie . Etner. Chlorhydrate de ketamine (Ketalar,

Parke-Davis. 50 mg/ml)

5) préievement de pancréas : solution de chlorure de sodwum
tsotonique & 0.9 % (Pharmacie Cenirale des Hopitaux}. Heparine (5

0oQo0Ul/ml Laboratoires LEQ ).



6) histotogte ! inclusion en paraffine. coupes colorées a

IThematoxyiine-éosine-safran (HES).

Appareils

1) pH-metre CG 840 (Schott); Glucose Anaiyseur (Beckman);
Centrifugeuse Minifuge RF (Heraeus). Incubateur pour cultures de
cellules et de tissus B 5061 EC/CO2 (Heraeus); Hotte a flux taminaire
(Bioblock): Microscope chirurgica! (Carl Zeiss K 120/76). Coagulateur

bipolaire automatique (CGB! 50 Ta).

Instruments

1) pour induire le diabete: seringues a Insuline steriles 0,36X13

mmi28GX1/2 ({Plastipak}.

2) pour isocler les flots: seringue 20 ml {Plastipak). Catheter 0.8
mm X 20.3 ¢m (The Deseret Company. Sandy. tUtah 84070 USA. Cat. No
4212). Boites de Peétn 100 mm de polystyrene cristal (CML France):
Boites de Petri de 60 mm quadrillees (Nunclon).Tubes a centrifugation

de 20 mi fond conique et tubes de 40 ml fond rond (Médi Sciences).

Pipettes de 10 et 25 ml (Médi Sciences). Filtre tamis inox de 500 um.

3) pour la greffe de pancreas Ciseaux de Castroviejo Gilbert
courbes (Moria 9908): Porte-aiguilles de O'Brien mors courbes ultra
fins de 08 mm (Mona 9915) Pince Moria No 3 droite {Mona 8933):
Pince Moria No 4 droite (Moria 9944). Clamp double de Gilbert (Moria
204 A) Tournevis pour clamps de Gilbert (Moria 204 D) FiIl de
Polyamide monofd 13 cm awigwile 3/8 ¢ BV 1403 9/¢ (Ethulon norr.
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NS 2619 Ethnor S.A. 92200 Neully ). Fil de Polyamide monofil
aiguille 3/ c. Bv 70,3 10/0 (Ethilon noir, NS 2850, Ethnor S.A.

13 cm,

82200 Neully):
4) pour le suivi : Cages métaboliques {(Iffa-Credo):
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METHODE

1) Structure du protocole:

Groupes expérimentaux

Groupe 1 (n=6) : rats (WF) diabetiques avec greffe de pancréas {(WF)

(isogénique) . contrdle de la méthode chirurgicaie

Groupe 2 (n=6) : rats (WF) diabeliques avec grefle de pancréas (L)
{allogénique). contréle sans induction de tolérance = ITGIT-.

Groupe 3 (n=6) . rats (WF) dabétiques avec greffe d'ilots
allogénique (L} intra-thymique et 30 jours apres greffe de pancreas
avec méme donnheur (L) (aliogénique) : groupe expérimental avec
induction de tolérance : ITGIT+.

Groupe 4 (n=6). rats (WF) diabeétiques avec grefle d'iots allogerngue
(L) intra-thymique et 30 jours apres greife de pancreas (BN)

tallogénique) groupe experimental avec ITGIT et deuxiéme donneur

différent.

2) Induction du diabéte:

Le diabele est nduit par une njection upiqQue Imtraveineuse (vene
saphene) de streptozocine (60mg/kg; dans 200 pl de solution tampon
citrate a pH 4.3 {Photo 5). Le rat amnsi rendu diabgtique est maintenu
en vie par une mnjection quotidienns dinsuline retard (5 a 10 U! SC)

Seuis les rats avec une glycemre a4 3 g/l ou plus verifiee deux fois a J
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3 et J 14 seront ulilisés dans e protocole.

3) Isolement d'flots pancréatiques:

Pour f'isolement d'ilots on & choisi la méthode de Gotoh (20).
digestion enzymatigue en incubation statique du pancréas distendu par
une sclution de Hanks/coliagenase (15 mli/20 mg). purification avec
Histopaque 1077. Quatre rats (L) seront utilisés pour chaque
manipulation. Prendre un rat pesant entre 200 et 250 gr. L'anesthésier
avec 0.6 ml (30 mg) de Kétamine intrapeéritonéale. Lui tondre
largement i'abdomen et le thorax. Desinfecter {a peau a l'alcool. Ouvrir
I'abdomen, d'une grand incision xypho-pubienne, en deux temps:
cutanée puis musculare el péntoneaie. Couper la xypholde Retourner
fe rat, téte vers l'operateur. En appuyant avec les deux pouces. a la
base du thorax. "éjecter’ |e foie en le retournant. Le maintenir dans
cette positicn a J'arde dune compresse mouiliee

Degager la premi¢re anse duodenale: en i{a scuievant et en eécartant ses
deux bords on distingue le canal pancréatique par transparence. le
clamper, juste & son abcuchement dans le ducdenum (Photo 1)

Avec une petite pince a disseqguer courbe. fare passer un fil sous le
cholédoque. juste en dessous de [a derniere branche du canal
hepatique. qui vient de {a droite. mais pas trop bas pour ne pas
prendre de parenchvme pancreatinque dane le nceud Preparer un noeud
simple pour la ligature (Photos 2 et 3}

Avec des crseaux tres fins degager la face posterieure de choledoque
de i{a vewine porte et de {'artere hepatique. linciser transversalement
au dessus de la hgature, en choisissan! un endroit ou celul-ci est
assez large. pour exempie sa partie proximale. a la confluence aes
deux premiers canaux hepatiques. Cette ncsion doil étre seulement

hems-circonterentielle ne pas couper enhtierement le choledoque
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{Photo 4).

Catheténiser e cholédoque avec un cathéter 22 Ga. dont [l'extrémité
aura été coupée en biseau: ne pas enfoncer le cathéter de plus de
1)2cm apres la ligature Serrer fort le noeud,

Procéder aiors rapidement; Thoracotomiser |'animal, le saigner par
ponction cardiague. Deés que l'animal est saigné, distendre le pancréas
avec 15 mi de solution de Hanks/collagénase glacee (4°C).

Une fois le pancreéas distendu. ie libérer de ses attaches en coupant au
niveau du ducdenum. estomac. coélon transverse et rate. Saisir alors
tout le pancreas par le cholédoque (méme par le cathéter). ie tirer
vers le haut et sectionner ses derniers points d'ancrage (veine porte,
cholédoque artére heépatique., arltére mesentérique superieure et tronc
coeliaque). L'étaler dans une boite de Pétri et incuber 45 mn a 37°C et
& 5% de CO2.

Toutes les cpéerations suivantes se deroulent siériiement. sous hotte
a4 flux ftaminaire. a 4'C. Rajouter 10 m! de Hanks froid dans la bolte de
Peétri. reaspirer le Hanks avec le pancreas. transférer dans un tube a
centrifugation de 20 mi compléter avec du Hanks

On procéde alors a 3 centrifugations-lavages successifs, dans du
Hanks (1 mn, 1100 t/mn = 250 g avec frein, & 4°C). La graisse flotte a
la surface du surnageant et est discardée.

Apres la derniere centrifugation. resuspendre le culot dans 10 ml de
Hanks et filtrer 4 travers un tamis inox de 500 pm.

La traction fillree est recupeéree dans (e tubes 5 servird a farre e
gradient de densite Pooler ies pancreas par deux. dans un tube de gros
diametre a fond rond de 40 mi

Farre une dermere centrijugation (mémes constantes). puis aspirer
tout le surnageant. Bien assécher le tube

Hesuspenare e cutet dans 20 ml d'Histopaque {20°C). vortexer Couvrir

avec 10 mi de Hanks (sans rouge phenocl. avec 10 mM d'Hepes} a 20C
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Centrifuger a 2500 ¥m penaant 25 minues. sans frein, a 20C. lLes
flots se trouvent a linterface Histopaque-Hanks (avec eéventuellement
quelques petits ganglons lymphatiques et des structures canalaires).
Lés prelever a la pipette en aspirant le minimum d'Histepague. Laver
deux fois les ilots dans un tube & fond conique de 20 m! au moins, avec
du mibeu de cuiture: la premiere fois a 2500 t/mn pendant 1 mn. la
deuxieme fois 1000 t/mn pendant 1 minhute.

Numeération: on utilise des boites de Fétrr 60 mm a fond quadrille.
Resuspendre les ilots dans 5 ml de milleu de culture et les compter
sur toute la boite. sous microscope optique a ['aide dun compteur
celiulaire.

Les ifots sont préts a étre greffes gans le thymus

4y Modalités de la transplantation

- Greffe d'llots de Langerhans (L) intra-thymique . a J 15
injecter une dose unique de serum anti-lymphocylarre de rat (SAL).
Greffer en intra-thymique 750 ilots (L} dans chaque lobe (groupes 3 et
4 ) Faire une groupe contréle (SAL +) sans greffe d'lTlots
intra-thymique (groupe 1 et 2 } Le ral receveur {WF) diabetique est
anesthesie a i'éther. Ce type danesthesie est chois) parce quil sembie
fe mieux tolere chez le rat diabetgue. permettant un revell pius
rapide La peau de [a face antérieure du cou et du thorax est rasee et
desiniecter a lalcoot (Photo 6) Le rat est inslalie la tete vers
I'operateur Apres une inhcision fongtudinale mediane sur la peau (2
cm) (Photo 7) on coupe le tacia cervical superficiel transversalement
jusgu'a la vemne jugulawre externe de chague cote (Photo 8) Degager le
muscle sterno - hyeoidien peour decsuvrir la trachee (Photo 9) couper
le sternum logitudinalemen! (05 cm) pour decouvrir le thymus dans le

mediastin  antero-supeneur qu'il faut degager du facia



14

endo-thoracique, pour reéaliser ['injection intra-thymique d'ilots (L}
(750 flots en chaque flobe) avec une seringue & insuline dans un volume
de SC p! de solution de Hanks (Photo 10). Aprés l'injection le sternum
est rapproche averc deux points de suture de polyester tresse 3/0 et
on ferme la peau avec des pointscontinus queile méme materiel

- grefte pancréatique : {21.22.23.24) un mois apres, fare une
greffe de pancreéas allogénigue (L) méme donneur {grcupes 2 et 3 )}, une
greife de pancréas allogénique (BN) deuxiéme donneur different
(groupe 4) et une gefle de pancréas isogenique (WF) (groupe 1)

+_Prelevement du _transplant._ . i s’agit ici dune pahcreatectomie
totale visant & oblenir un organe pedculisé sur [aorte coeliaque et la

veine porte avec un segment de duodenum pour assurér le drainage

exocrine
+ instaliation et yoie d'abord . ile rat anesthésie par une mnjection
intrapéritoneale de 0,6 ml de Ketamine (50 mg/mi). la peau de

I'abdomen est rasée et desinfectéee a l'alcool. est installe ta téte face
4 l'opérateur {photo 11 ). La voie d'abord se fait par une large incision
en U (incision de Sun Lee). transversale sus-pubienne rejoignant deux
verticates latérales au niveau de la ligne axiarre antéerieure de
chaque coté remontant jJusquau gnll costal (photo 12) Ce lambeau
est rabattu sur le thorax (photo 13) La masse Intestinale est réciinee
vers la parltie gauche de I'abdomen dans une compresse humide

+ _liberation_du__pancreéas : c'est le temps essenuel. ie plus long !

se fait a l'veil nu

a) La rate est soulevee vers la gauche on iibere les quelques
adherences postérieures et gastriques, avasculares |l exrste souvent
un a deux vaisseaux posterieurs aqutr sonl lies (5/0) comme les

vaisseaux spleniqgues auv ras de la rate (photo 14) On uuilse la rate
pour presenter le pancreas car !l es! essenliel de ne pas {raumatiser

la glande pancreatique lors de cetle dissection Des traumatismes
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repétes entraineraient une pancréatite post-opératoire.

b) L'artére coronaire stomachique est liée et sectionnée pres de
l'estomac. lors de ia méme exposition (photo 14),

ci) Abaissement du célonh transverse par décollement du meésocélon qui
se tfait dans un plan rigoureusement avasculaire. Le célon etant
abaissé la face antérieure du pancreas est découverte en totalite,
ainsi que les vaisseaux mesenteriques superieurs (photo 15). Ligature
des vaisseaux meésentérigues au dessous du pancréas et section de
ceux-ci. Il faut socuvent hgaturer séparement un ou deux vaisseaux
jejunaux pour ne pas lier trop prés du pancreas les vaisseaux
mésentériques {photos 16 et 17)

d) On peut signaler les particularités anatomiques du pancréas du rat:
un segment gastro-splen/gue, appendu a fa partie inférieure de la
grande courbure gastrique et se proiongeant vers la rate (equivalent
de |a gueue du pancréas) Il est vascularise par I'artere
gastro-épiploique droite et des branches des vaisseaux spleniques
(photo 18):

v segment duvodenal/ compact et mnm:ement accole au duodenum
proximal relie & {u par de nombreux vaisseaux Cette partie.
assimilable a la téte du pancreas est vascularisee preéferentiellement
par fe tronc coeliaque. par "intermediaire de 1"artere
gastro-duodenalie. On peut le !limiter en bas par l'abouchement du
choledoque Celui-ci est bien vu a la face posterieure de la glande.
tendu enire ie aquoaenum et le pedicule hepatique (photo 19},

wn  segment mesenterQue. tres developpe chez le rat {pouvant eétre
compare chez I'homme a la parue inferieure de la téte et au crochet)
ier 1l s'eétale de facon diffuse. accolé de tacon plus lache au duodenum
distal et au jejunum proximal Les veaisseaux sont moins nombreux et
dependent du terntfoire mésentérique superieur. a leurs proximites. te

tissu pancreatique se distingue difficlement de ia grarsse
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mesenterique (photo 19 ).

e) dissection et iligatures des pelils vaisseaux unissant le pancréas a
la grande ccurbure gastrigue (photo 20 ) . puis au ducdénum. [l faut
imperativement ies lier sur le pancreas et faire une ligature par
vaisseaux . Ce sont ces vaisseaux qui. insuffisamment disséqués,
saignent au déclampage. I est alors tres difficile d'en rattrapper
I'hémostase. On poursuit ia dissection jusq'au cholédoque. et on la
reprend en dessous de ce dernier. pour terminer ia liberation
pancreatigue (photec 21 ). Le duodenum est ligaturé en sa partie
proximale et sectionne de part et dautre du cholédoque (1 cm). sa
partie distale n'est pas iigature . on obtient aiors un pancréas hberé
de ses attaches digestves (photo 22 )

+__ Dissection _des vaisseaux . EHe se fal au microscope. a faible
grossissement (X10 ou X16)

a) La wveine porte est dissequée dans le pedicule hepatique olu fon

commence par ligaturer et sectionner le cholédoque . purs on iie
distalement l'artere hépatique {nylon 7/0). aprés ia naissance de
I'artére gastroduodenale (on laisse un fl long sur le moignon pour

orienter plus facilement le grefton par la suite). on libére la veine
porte des tissus graisseux et des lymphatiques qui I'entourent. i faut
bien en denuder toutes les faces surtout au niveau de la section
future. juste avant la bifurcaton {Photoc 23).

b) L'aorte coellague est exposee en réchnant tout le bloc
pancreatico-splénique vers la droite Le retropeéritorne est ouvert. On
disseque alors 'aorte du draphragme jusqu'a la veine rénale gauche En
haut. au cours de la lhberation de i'origine du tronc coelhaque. i faut
prendre garde aux branches diaphragmatiques de l'aorte qut seront
électirocoagulees En bas on disseque lorigine de {'artere
mesenterique superieure | artere renale droite est |juste derriere

eflle. i taut la secttonner entre deux ligatures L'artere reéenale gauche
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est normalementl conservée on peut étre oblige de la lier si son
origine est haute, trop rapprochee de l'artere meésenterique. On vérifie
que l'morte est totalement libéree (Photo 24)
L_EmLus,mgmmrmcngL;

a) La fin du prélévement doit étre rapide. pour limiter le temps
d'ischemie chaude du transplant. Dans l'ordre: her laorte en haut et en
bas (sous lartere renale gauche) et couper la veine porte, placer le
catheéter de rincage dans l'artere reénale gauche sectionnée, ce qui
permel de ne pas endommager l'aorte

b) Rincage du greffon : en poussant a la seringue. mais a faible
pressicn. la solution de chlorure de sodium Isotonique a 0.9 % (10 ml)
héparinee (500 Ui) a 4'C de tempeéerature. On constate d'abord la
décotoration du pancréas et du segment duodenale. puis {issue de
liauide par la veine porte Le rincage est complet et sansfaisan
lorsque touts les vaisseaux a la surface du pancréas apparaissent
décolores.

c) Section de I'aorte : d'abord inferieure au dessus de la veine
rénale, puts en haut. au dessus de la hgature. sacrifian! ainsi le
donneur. Le grefton est imerge dans une boite de Pétri a doubie fond
avec du chiorure de sodium isctonique a 0.9 % a 4C de temperature
(Photo 25)

+ Transplantation du__grefieon

Le rat receveur (WF) diabeétigue est anesthésié a I'éther, la peau de
I'abdomen est rasee et desinfectee a l'alcool le rat est nstalie |a
téte a gauche de !'operateur Apres une laparotomie xypho-pubiennhe
{Photos 26 et 27} la masse intestuinale est reci:née a gauche dans une
compresse humide Le péritoine posteneur est ouvert. Paorle et la
veine cave nterieure sont dissequees de la bifurcation illaque jusqu’'a
la veine renale gauche. les vasseaux lombares sont lies au fil  9/0

pour les plus gros ou electrocoaqules. puis sectionnes Les deux



186

vaisseaux ainsi liberes sont places sur un fond jaune {Photo 28).cn
met en place un clamp double de Gilbert conjointement sur laorte et
la veine cave (Photo 29) Acrtotomie transversaie aux ciseaux et
ri‘ncage abondant. La cavoiomie sera deécalée vers le bas. et de plus
petite dimension. Rincage au sérum physiologique

L'anastomose aorto-aocortique, latéro-terminale. necessite 10 points
separés de nylon monobrin 10/0, selon |a technique habituelle, on
commence par les deux points cardinaux inferieur et supérieur. en
réalise la premiere face, puis on bascuie le greffon pour la deuxieme
face {Photo 30).

L'anastomose porto-cave. termino-laterale. selon la méme technique
nécessite 10 points de 10/0. Le twist des vaisseaux est facile a
eviter En revanche. dans la masse du greffon uniformeéement decolore.
il est difficile de retrouver le moignon retracte de la veine porte. dou
I'intérét de la conservation du fil jong sur ie moignon de ['artére
hepatique gui est juste au dessus de la veine porte.

Les vaiseaux sont declampes et la qualité de la revascularisation est
appreciee par la recoleration du pancreas. sans gu'il soil nécessaire
d'eftectuer de test de perméabilite

Le drainage exocrine se fait avec e segment duodénal qui
s‘anastomose en término-latéeral sur la troisieme portion ducdeénale du
receveur de facon isopéristaltique. avec points séparés
séeromusculares . 1l necessite 10 points de nyion 7/0 {Photo 31)

On peut alors couper la rate don! les vaisseaux ont déja eéte lies On
injecte apres 5 mi de seérum physiciogique IV pour remplacer le
volume perdu lors du declampage

Fermeture de la parot abdominale en deux plans. le perntaine et la
paroi muscularre avec un surjet de polyester 3/0. ila peau avec des

points separes du méme matériel
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+_Prélevement du_grefion rejete.

Quand le rat redevient diabetiqgue il faut pretever le greffon rejete
{Photo 32). Aprés une laparotomie xypho-pubienne. on degage toutes

les adhérences et on préleve e pancréas avec ses anastomoses

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

du formol a 10% pour I'‘analyse histologique On préléve aussi fe

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

préalable

5) SUIVH
Il est le méme apres la grelfe d'llots seule pendant un mois et aprés

la greffe secondaire de pancréas.

Généralites
- nourrilure . a volonte:

- boisson : a volonte.

Suivi clinique
- Poids: tlouts les 7 jours:
- Diurase. quotidienne;

- Consommation d'eau. Quotidienne:

Suivi biolaogique
- glycémie bi-hebdomadaire:
- giycosurie quotidienne:

- insulinenue deux fois par mois.
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Histologie

- Anhalyse morphologique - fixation des organes dans du formol a 10%
pancréas natif (WF). greffon (L) avec suture vasculaire et digestive,
thymus. durée moyenne 8 jours. Inciusion en paraffine (3 blocs)

coupes colorées a I'héematoxyline-éosine-safran.
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RESULTATS

1) Mise au point de la technigque chirurgicale
Pancreéarectomres (n=10/ =~ {a durée mayenne du prélévement du
pancréas chez le donpneur a eté de 2 heures 30, le greffon était de
bonne qualité dans 100% des cas et ja duree de lischémie froide etait
de 2 heures en moyenne.

Transprantaon pancreargue (n=7¢/ - La glycémie chez fe receveur a
toujours été reirouvee entre 3.5 et 4.0 gft maloré )ladministration
dinsuline avanm! la chirurgie. La duréee moyenne de la dissection des
vaisseaux (aorte et veine cave) a ¢étee de 30 minmnes celle des
anastomoses de €0 minules et ja durée du clampage a donc éi¢ de 60
minutes 5 rats sont moris jors du décliampage du fait d'une grosse
hémoragie au niveau des anastomoses. deux autres sont morts 24
heyres aprés la chirurgie et seulermnent les trois derniérs sont reslés
vivant plusieurs (owrs. 1ous les trois avec guérison clinique du
diabete. normogiycémie, glycosurie négative. diurése et
consommation deau normales jusqu'au  rejet a J 14

Apres le reret (glycémie > 2g. glycosune ++++, durese > 25mi/24h) on
a preleve le greffon et en cas de ligature des canaux pancréaliques
nous avons trouvé une tmportante dilatation kystique
intra-parenchymateuse avez destruction quasi fotale du  tussu

pancreatique et accompagne de signes de rejet { Pholo 33)

2)tnduction du diabete
Nous avons utihsé 24 rats {(WF) males ages de 9 semaines pour
induire le diabele . avec un taux de reussite de 100% des cas . Tous

les rats avaient uUne glycemie a J3 et a 474 > 3gri
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3) Résultats du protocole expérimental

groupe 1 (grefie de pancréas isogénique)

Pancreatectomie (n=6). 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 lischemie chaude a été de 2 minutes et celle de
Iischemie froide de 2 heures

Transplfantarion (n«=6) La glycemie avant ta chirurgie chez le receveur
était entre 3 et 4g/l. La duree de la dissection des vaisseaux a €te de
25 minutes, la durée du clampage aortique a étée de 50 minutes, celle
des anastomoses vascularres de 45 minules, et celle de ['‘anastomose
digestive de 20 minutes. La durée totale de fa chirurgie a él¢ de 2
heures. La survie apres la chirurgie a etée 83% (un rat est décéde 24h
apres) et je ta2ux de guérison a ete ae 100% avec normalisation de la
glycémie, glycosurie négative el diurése < t5 mi/24h (graphiques 1. 2

et 3 ). Un rat est mort a J 60 par occlusion intestinale

Groupe 2 (greffe de pancréas allogénique sans [TGIT}):

Parncreartecliomie (nA=6J/" mémes résultats que le groupe 1.
Transplantavorn pancréat/que (n=6J° la glycémie chez fe receveur
avant la chirurgie ¢tait entre 3 et 4g/l lLes durees des temps
operatores ont été dissection des vaisseaux 25 mn ; clampage
aortique 45 mn . anastomoses vasculares 40 mn, anastomose
digestive 20 mn duree totale de i3 chiturgie 2 heures Survie 100%.
I"'efticacite de la greffe eétait manifeste deés (e lendemain et se
confirmait par le maintien d'une diurese Iinterieure a 15 mi/24 heures
sans glycosurie la glycemie etal normalisee dans le 100% des cas
{graphigues 1, 2 et 3 ) Delar de rejet 10 jours Complications un
anevrysme aortique au niveau de ['‘anastomose anterieile (Photo 34 )

et une fHstule digestive au niveau de lanasiomose duodeno-duocdenale
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{ Photo 35 ).

Prélévement du greffon

LA'ablation du pancreas grefifé a ¢1é réalisée lors que fa glycémie
augmentait (>2g/l) aussi que la diurese (>30ml/24 heures) avec
glycosurie poesitive. Le greffon restait bien vascularise et aisément

dissociable des organes voisins

Macroscopie
Greffonn augmente de volume environ Scm x 2cm;

Pancréas natil (WF) normal.

Histeologie:

Fancreas natt (WF) . peu dilols., en moyenne 5 & & par coupe, pelits,
contenant quelques lymphocytes (photo 36). Un cas avec infiltrat
cellulaire a predominance sous capsulaire avec pancréatite
oedémateuse (photo 37)

Grefton glande pancreéatique transformée en un hssu comportant
-oedéme majeur infiitrat cellulaire - lymphocytes. macrophages.
polynucleaires, neutrophiles (Photo 38},

- oclusions des petits vaisseaux par des thrombi fibrino - cruonigues
{thromboses recentes. infiltrat celivlaire lymphocytaire et a
polynucieaires

-lesions de vascuiarite parietate a I|lymphocytes avec necrose
fibrinoide de la parol des vaisseaux

- en periphene du “pancreas” gquelques foyers ou on reconnait des
acinis de glande pancréatique

- pelits canaux infitrés par des lymphoecytes., macrophages,
polynucieaires et oedeme. colomisation des acinis par des

lymphocytes celiules exocrines necrosées. pas dilots
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reconnaissables

- canaux pancréatiques . canalile oblitérante. necrose partieile de la

paroi. une oblitération de la lumiere par des bourgeons conjonctifs

jeunes

-~ vaisseaux . quelques f{ils de suture visibles, reéaction inflammatorre
minime autour de ces fils | anastomose vasculare du greffon
artériophatie du co6te greffon avec une proliferation intimo-mediale

associ¢e & des élements inflammatoires
- suture digestive . coté receveur (WF) pas d'aiteration : coté du
grelfé: necrose de la tunique digestive. d'allure ischémique. colenisee

pour des lymphocytes et des polynuciéarres.

Groupe 2 (n=6) {greffe de pancréas allogénique avec ITGIT):
Isolemenr ges /Hors & La durée de |a pancréatectomie chez le donneur a
été de 15 minutes el la dur¢e de lisolement a été de 3 heures el demi,
en Mmoyenne nous avons obtenu 400 ilots par pancréas. la pureté des
flots a chaque fois a été de 80%

Greflfe (nrra-tymigue  © nous  avons realisé 6 greffes d'llols en
intra-thymique, par ponction directe. de 750 ilets dans chaque fiobe,
ja durée de la chrrurgie a étée de 20 minutes. Nous n’avons pas reuss: a
améliorer significativement l'hyperglycémie mais fia survie apres la
greffe a eéte de 100%

Grefle pancreafizgue  nous avons fait jusqu'a present 2 greffes
pancreatiques chez le rat (WF) diabetique avec ITGIT. les résui!a!:
de la transplantation ont eéte te mémes Qque dans le groupe 2
L'efticacite de Ia grefle etait manifeste des le fendemain mais fe
delai du rejet a éte aussi de 10 jorus

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

/solement ges fors - 1dem groupe 3
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Greffe mtra-thymigue ©  idem groupe 3,

Greffe pancréal/gue | NousS n'‘avons pas commencé cette partie du

praotocole.
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DIsSCUSSIoN

Le diabéte experimental

Résume de la question

I en existe plusieurs modeles.

1) La pancréatectomie chirurgicale totale.
Elle serait la meéthode ideéale mais. réalisée chez Je rat, la mortalite
est proche de 100% a 7 )jours {25} . Elle n'est pas adaptée aux

techniques de greffe vascularisee envisagées.

2) Le diabete spontané des rats BB,

Il suvient chez des rats Wistar, hon consanguins et hon obéses, entre
40 et 140 jours apres tfeur naissance. D'origine genétique
(transmission autosomique reécessive}l et impliguant un désordre
immunitaire encore mal connu. ils se caracterrsent sur tie plan
histologique par une “Insulite” geénéralisée el intense avec des lésions
identiqgues a celles observees chez |I'homme atteint de diabete
insubno-deépendant diagnostiqué précocéement (23} Ce rmodele. encore
recent, n'a pas encore éte utlise pour i'etude des grefles

vascularisees de pancreas

3} Les diabétes chimio-induits.
Alloxane et Streptozocine provoquent! la destruction des celiuies [} de
Langerhans (26) Mais les caracteristiques du diabete obtenu et

surtout les effets secondaires les opposent
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a) L'alloxane: A des doses de 65mg/kg administrées en
intra-veineux. il provoque un diabéte cétosique avec augmentation du
taux circulant des acides gras libres . Mais la mortalité est elevée aux
d'cses diabétogenes (40% de decés a 40mg/kg) essentiellement par
néphrotoxicite. De plus une faible variation de la dose modifie
beaucoup I'intensité du diabete. Enfin son action est inhibee par les
variations de glycemie et surtoul par P'hypergiycemie. Néanmoins, elle
fut utilis¢e avec succes par Orlotf et Sun Lee pionniers de la grefie

vascularisée chez le rat

b) La streptozocine: antibiotique 1solé a partir du miliieu de
termentation de streptomyces achrocmogenes. elie a éte décrite pour
ia premiere fois par Herr en 1960 Aprés (njechon de 65mg/kg
administrée en intra-vemneux, les animaux présentent une
hypergiycémie sévere avec hypoinsulinémie, cétonunie, perte de poids
et cataracte. L'hyperglycemie deécoule d'une augmentation du niveau de
néo-glucogénése et dune dimmution de la glycolyse et du cycle des
pentoses-phosphates L'activite des enzymes glycogénolytiques et de
la glycogéne syntheétase est diminuée et cefte activité est restauree
par linsulinctherapre. Elle présente de nombreux avantages:

- Tres farble mortalité a 65mglkg (DL SO0= 140mg/kg):

- Eflets 1toxiques négligeables. En particulier. il n'y a pas de
nephrotoxicite

- L'additivite des effcic de pelites goses successives permet
d'obtenir un diabete severe sans augmenter les risques toxiques
generaux

- La relation dose-effet est telle quil faut umne variation importante
de la dose pour modifier I'ntensité du diabete

Ces avantages sont temperes par son nstabilite chimique une fois

gu'elle est diuée et par la variabiltte de sensibiite entre fes souches
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d'animaux. ce qul hecsssitle des essais préliminarres pour définr la

dose entrainant les effets souhaités

Notre choix :

La streptozocine est actuellement [‘agent diabétogéne le plus utilise
et nous l'avons choisi pour notre protocole

De nombreuses techniques ont été proposees pour realiser |I' injection
intraveineuse de streptozocine (dans la veine de la queue. dans la
veine dorsale du penis) Neanmoins. nous avons choisi la veine saphéne
externe pour faire Jinjection ce qui assure que l'intégralité de la dose
est Intraveineuse. L'injection nous a pary tres facile, sans elfets
secondaires sur le site d'tnjection (pas de sclerose). avec 100% de
succes. 0% de morialite et dans les rares échecs de Iinjection d' un
cHte on peut utiliser [‘autre cété Nous n‘avons jamais observe de

rémission spontanée du diabete

Isclement des Tflots de langerhans.

Mise au point sur la question

La premiere meéthode disoclement des ilots de Langerhans consistait a
distendre le pancréas, le decouper et le digérer par une coliagénase
(27) Cette technique utihsee pour les premeres grefies ne
permettait d'obilernr Qu'un nombre tres limité d'iiols  envwon 1 a 2%
de la masse insulaire. or. il en faut 10% pour corriger un diabéte
induit chez l'amimal et probablement plus chez I'homme C'est dire que
I'scilement des Tllots de Langerhans demeure !'ecued essentiel a la
grefte.

Des travaux ont eté realises pour ameéehorer le nombre et la qualite

des ilots isoles Pour faciiter la digestion enzymatique ont éte
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comparees les distensions glandulaires par voies ductale, artérielle
et veineuse (28). De méme, ont été essayés de trés nombreux
procédeées de déccupage du pancréas. Des tentatives de standardisation
de la digestion enzymatique portant sur Ja concentration. le type de
collagénase, ta duree et e mode d'incubation. ['utilisation de
chambres de digestion, se sont toujours heurtées & |la trés grahde
variabilité des lots de collagenase. De fait, ces techniques n'ont pas
permis d'obtenir suffisamment d'ilots a partir d'un seul pancréas pour
espérer corriger un diabéte. Ce n'est que depuis deux ou trols ans que
sont apparues des techniques permettant dobtenir plus de 10% de la
masse nsulaire.

Pour faciiiter la separation des ilots du tissu exocrine. 'utilisation
de tamis méetalligues a ele proposee. Neanmoins, des fragments de
pahcréas exocrine passent a travers ces tamis. ce qui necessite une
étape de purification. La technique la plus souvent ulilisee est celle
d'un gradient de densité (Percoll, Ficoli, albumine). Une centriflugation
permet aux ilots, grace & leur densité specifique. de se localiser au

niveau d'une interphase donnée

Notre strategie

Nous avons utilisé pour notre protocole la méthode de Gotoh (20)
Nous avons reuss: a obtenir de 400 a 500 Jllols par pancréas. ce
chitire est 1tout a fait comparable a ceiw des autres pubiications
Nous avons utihse le gradient dhistopaque pour la purthication. qui
donne des resuitats reproductibles . La morphologie et la pureté des
ilots a e1é auss| comparable a cefle la des autres publicattons (Photo
39) (29) En moyenne ncus avons utiise 4 donneurs (4 x S00) pour

chaque grette
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Grefte d'liots

Etat de la question

La premiére tentative courcnnée de succes pour ftraiter le diabéte
expérimental par la transplantation dilets de pancréas isolés n'z
abouti gu'a une amelioration temporanre de [|'‘hyperglycémie aprés
injection intrapéritoneale chez je rat Cependant, peu de temps aprés,
Ballinger et Lacy ont rapporté le premier traitement permanent d'un
diabete induit expeéerimentalement par une transpiantation d'ilots
(7.47). A partir de celte experience. plusieurs équipes on! réussi des
greffes d'ilots pancréatiques chez le rat diabétique dans differents
sites : rate, veine porte. capsule reénpale. testicule. thymus..., toujours
ayvec Succes sur ie controle métabolique du diabete. Ces decouvertes
ont conduit a4 un regain d'intérét dans le champ du traitement du
diabéte, et ont donné l'espoir que celte strategie pourrait devenir

eventueliement un traitement chez I'homme (30)

Nos soucis

Nous n'avons pas reussi un contrboie metabolique sutfisant chez le rat
diabétique par des grelfes d'ilots pancréatiques implantés dans la
veline porte {3 500 ifots). sous ia capsule rénale (1 500 ilots ) ou dans
te thymus (1 500 iiots )

Les principales causes d'echec de la gqreffe d'ilots pancreatiques
rapportes dans la lteratuwre sont

nombre d'ilots insuffisant une etude chez le chien fait erat dun
nombre minimum de 3 a 5000 ilotstkg

ischemie prolongee alterant probablement ie taux de survie des ilots;
insutfisance de ia punfication du tissu transplanté. c'est a dire

contamination du ussu endocrine par le lissu exocrine responsable
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d'une stimulaticn de Ja reponse immunitave et aussi dune
destruction inflamatoire non spécifique

la toxicite pour les ilots de I'hyperglycéemie existant immeédiatement
a.pres I'implantation : malgré une insulinotherapi¢ exogéne entourant
la grefle, nous n'avons pas obtenu d'ambiance glycémique favorable &
la prise d'flots.

Nous pensons que toutes ces causes sont partiellement présentes dans

notre travail et que ce point doil étre 1rés amélioré.

Gretfe de pancréas

En général

a) Chez I'homme

Les greffes segmentarres heterotopiques sont les plus couramment
réaliséees mais la greffe de pancréas entier, avec ou sans Segment
duodénal. ftrouve actuellement un regain dintérét. Les greffes
orthotopiques restent l'exception

Le poin! essentiel de discussion chrurgicale est ['attitude face a la
seécrétion exocrine. Les techniques les plus utilisés sont I'injection
de polymére le drainage urinawre et le drainage enteérigue

L'écueif du rejet reste au premier plan. Il doit étre traité rapidement
pour preserver les TJlots. Le diagnostic precoce est mal aise et

plusieurs moyens ont etle proposes dosage de l'amylasurie lorsque le

dramage exocrine est assure dans les voies uninaires. biopsie
lorsqu'il se fait dans l'estomac Lorsquil y a une grefle renale
couplee, la deteérioration du rein serait un bon mdice mais 1l est
pessible que les rejels surviennent seéparément Un regime

immuno-suppresseur efficace reste a etabhr
La duree maximale de conservation du greffon avant greffe est encore

incertaine ta plupart des equipes s'attachent a la hmiter a 6 heures
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Actueliement dans les meilleurs equipes. la survie ou greffon a 1 an
est environ de S0% et celle du patient! de 90%. Cecl est tres supérieur

aux chiffres dil y a une décennie mais resle encore treés insuflisant.

b) Chez le rat :

De nombreuses techniques ont ete rapportees : elles different par la
masse de tissu gretffe. |'atltitude face 8 la secrétion exocrine. et le
mede d'anastomose vasculaire () . les reésultats dépendent plus de

f'entrainement micro-chirurgical gque du choix des techniques.

Nos succés
Nous avons choisi par notre protocole le greffe héterotopique de
pancréas total avec drainage veéneux periphérique sur la veine cave,
qui donne de weés bons resultlats cliniques.

Nous nous sommes entrainés au prélevement du pancreas. Lors de 10
pancréatectomies totales la dissectien nous a paru wes difficile,
supédrieure a 3 heures ia ditliculte majeure reésidait dans l!a ligature
un & wun des petits vaisseaux pancréatico-duodenaux. toute

imperfection entrainant une hemorragie Impossible a controler par
électrocoagulation. Aucun donneur n'est décéde avant la fin de la
pancreatectomie. et on a réussi a oblemr 10 gretiens de bonne

qualite Nous avons pu ensune reduire la duree de la pancreatectomie

4 moins de 2 heures

Nous nous sommes entramés a«usst a la grefle pancreatique Nous
avons toujours Uuhihisee un receveyur dabetique. Qqu: est moins
resistant a la chwurgie. pour avorr un modele pius proche de la réalte
de notre protecole Nous avons pratique 10 greffes pancreatiques.
toujours avec Jigature du canal pancreatigue pour seulement

t'entraihement a la realisation des anastomoses vascularres gqu: est

déia une procedure tres longue Les cing premiers receveurs son!
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décédés igrs du declampage par grosse hémorragie. Les deux suivants
sont décedés 24 heures aprés la chirurgie et les trois derniérs sont
rest¢ vivants jusqu'au rejet. Nous avans pu constater gu'‘en cas de
ligature du canal pancréatique on trouvait un importante dilatation
kystique intra-parenchymateuse avec destruction de quasi la Tlotalite
du tissu exocrine et endocrine: nous avons donc decidé d'assurer e
drainage exocringe par une anastomose {érmino-latérale du segment
duodénal du donneur A& ja woisieme portion ducdénaie du receveur.
Nous avons reéussi dans les groupes 1. 2 et 3 cette modalité de
transplantation avec des complications mmimes, et nous n‘avons pius
trouve de dilatation dy canal pancreatique apres le drainage La mise
au point finale de cetle technique nous a donc permis dabtenir
constamment une guerison du diabéte induit par la streptozocine chez

ie rat dans 1ous nos groupes expérimentaux disa ou dallogrefte
Induction de tolérance par greffe intra-thymique

a) Genéralités
Il existe de nombreuses mamieres dinduire des tolérances en agissant

sur le receveur {iwradialion. transfusion. meédicaments...} ou le donneur
{tmmunocalteration. .}

La greffe intra-thymique a éte plus recemment proposee Dans son
principe. 1injection d'allo-antigenes dans e thymus., ators que les
lympnocytes circulant ont ete detruts par une dese unigue de serum
anti- lymphocytaire. perme! ta maturation de pouveaux Iymphocytes
auy contact de ces alio-antigenes gqu sont alofs reconnus comme
“selt", au méme titre par exemple que ['etablissement de la

reconnaissance du soi pendant la wie foetale
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b} Etatl actuel d'avancement

Cette induction de tolérance a d'abord é1é obtenue pour et par des
flots pancréatiques chez le rat31). Elle a eté ensuvite reussie chez le
lrat egalement pour le rein organe a I'aide de glomérules (32). Plus
récemment des cellules spléniques ou de moelle csseuse ont été
utilisées comme source dantigenes inducteurs, Un travail chez le rat

a également permis l'induction de tolérance pour le coeur

¢} Les raisons de notre protocole

Les premieres echecs de cetle stratégie ont é&galement été rapportes
La xenogreffe d'llots de porc chez le rat n'a pas permis ia tolérance
uiterieure d'ilots porcins cryoconserves du meéme donneur. Dans
I'optique d'une application clinique chez P'homme. des questions
brijlantes se posent. Quels antigenes et guelle guantité d'antigenes
sont nécessaire pour induire cette tolérance 7. Est-elie "universelle”:
une source unique dantigenes (cellules spléniques) peut elle induire
cefte tolérance pour lous les organes (rein. coeur, foie, pancréas...) 7.
Celte induction est- elle possible pour toutes les especes. notamment
les gres mamifers . ou est elle limitée aux rongeurs 7. Peut-on
dépasser le stade des allogreffes et obtenir des xeénogreffes tolérees.
Encourages par le travail sur tes glomérules permettant une induction
de tolerance pour le rein organe entier. nous avons voulu voIr s de
simpies flets (unité antgeénique restreinte) pourraient induire une
tolérance oour le complexe pancreas organe (lints + eyocrine =«
vaisseaux + canaux...), la siratégie de greffe d'organe pancréatique

étant actuellement assez eflicace métaboliquemen! chez I'homme

d) Etat d'avancement actuel el réponse partielie
Alors qu'apres une relalivemer.! courte periode de mise au point. nous

greffes de glande pancréatique chez le rat diabetique etaient suivies
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d'un succes consiant, si nos greffes d'llots ont toujours éte
accompadgneéees dune amélioration hotable de I'é¢tat général. nous
n'avons pas réussi des greffes suivies de normalisation métabolique
s‘ignificanve.

Cecl pourrait ét¢ du a la quantité des ilots injectées, mais nous
pouvons garantir un chiffre minimum de 1 500 iiots par greffe. Ce
chifire est peut-étre nsuffisant. des quantités de 3 a 5 000 Tfiots
nécessaire ont été récemment rapportees.

La qualité des Tlots peut aussi #tre responsable. Histologiquement,
I'aspect des nos Tlots isclés s'est revele constamment adéquat mais
ceci est un critéere nsutfisant de wviabiite (Photo 39). Dans queique
cas., nos ilots ont éte étudiés en incubation a4 37C. 5% de COZ dans
I'air. a bas giucose (5 mmg! 30 minutes) et haut glucose (25 mmol.
30 minutes). Dans la majorité des cas une reponse satisfaisante en
insulino-sécrétion a ete obtenue. Neanmoins. méme si: le [aboratoire
posséde depurs longtemps la technique disciement. cette méthode
reste aiéatorre et des lots entiers d'llofs peuvent se reveler
inefficaces il est sirement souhaitable de veérifier pour chaque Jot. la
viabilité par I'elude de [l'insuitno-sécreéetion.

La purification des Jlots est importante. des contammants exocrines
par exempie. facilitant la destruction non spécifique de I'endocrine
Nos preparations reécentés étaient 80% pures. chiffre qu'il est
difficile d'améliorer

Divers sies ont geja ele proposes pour l'mjection des ilots dans le
cadre de greffes banales - la rate, la veine porte. le rein Néanmeins
quelques essais temorns dans dautres sites que le thymus (rein.
veine porte) ne nous ont bas apporte de resultats pius satisfatsants !
n‘en reste pas moins que la grette d'ifots Intra-thymique est
particulierement difficile et a2 necessite un longue période de mise au

point Méme actuellement nous ne pouvons garantir que la gquaniie
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d'llots intra-thymique scunalitee est obtenue & chaque fois. Des fuites
sont possibles malgré {[‘obliteration du point d'injection. L'étude
histolegigue exhaustive des greffons thymiques injectés a montré tles
a‘leas de la technique avec une présence souvent insuffisante d'liots.
De plus ceux - ¢i se trouvalent trop souvent dans des anfractucsités
inter-lobulaires et pas dans le cortex thymique fui méme (Phote 40).
Néanmoins c'est aussi a de nombreuses reprises que nous avons
observé des ilots vivants allocgéniques dans le thymus aprés deux
semaines. Cette implantation reste a améliorer

Pilusieurs autres facteurs sont! possiblement en cause Par exemple la
survie d'allo-antigenes Intra-thymigques en quahtité hmitée que nous
avons obtenue peut étre nsuffisante en preésence de la forte
hyperglycemie persistant aprés une greffe de tissu en quantité et en
qualite tnsuftisante L'hypergiycemie inhiberait de facon
fonctionnelle l'induction de cette tolerance.

A ce jour. if n'a pas éte possible d'accomplir la deuxieme partie du
protocole sur la specificité de [Il'induction en démantrant son
inetticacité pour un autre donneur allogenique. Globalement
I'hypothese d'une induction de tolérance pour un pancreas organe par
des }!ots intra-thymique preéalables du méme donneur dans un modéle
allogenique chez ie rat ne peut étre rejetée en raison de l'etlat actuel
davancement de notre traval. Nous devons réussy au meéme tifre que
nos greifes pancréatiques. des greffons d'ilots ntra-thymiques qui
seraient a {a fcis efficaces metaboliquement et de plus susceptlibles

dinduire uvne toléerance
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CONCLUS]ON

Le diabéte insulino - dépendant touche environ 150 000 patients en
France. avec prés de 3 000 nouveaux cas annuellement. La qualité de
vie de ces patients est reduite, les comptications
microangiopathiques ont une morbidite extréme, source dinsuffisance
rénale et de cécité. Au moins ces dernieres complications sont trés
dépendantes du contréle glycémique qui reste, plus de 60 ans aprés la
découverte de l'insuline, difficiie et fasthdieux a obtenir avec des
injections mame multipies sur ies 24 heures

Quand un organe est deétruit | est logique de vouloir le rempilacer par
l'organe homologue donc ici le pancréas

Seuls les filois etant detrurts dans le diabete insulino-dependant
commun auto - 1mmun, c'est leur seul remplacement qui est peut -
étre . fe traitement le plus pnysiclogique et ie pius logique

La greffe d'illolts pancréatiqgues a de nombreuses potentialités
({pfusieurs sites dimplantation possibies. cryocconservation. culture.
évaluation qualitative .|} son essor est pour I|instant freine par
I''nconstance des succes melaboliques bien que des guerisons viennent
d'étre rapportéees ces deux dernieres années La greffe d'organe
pancréatique est pius souvent métaboliquement aclive et la morbidite
chirurgicale persistante est en regression Ces deux allogreffes. Tlots
et pancréas. partagent ia meme hecessite d'une IMMUNOSUPPressIon
“lourde” Si celie ¢1 est acceptee sans reticence dans ie cadre de
maladies mortelies a court terme rcardiague oy hepalique;  en va
trés differemment du diabéte qui n'est pas du tou! une maladie a
risque vital immediat et cu un traitement. {nsuline, méme
imparfait existe i est dohe tout a farut licite de poser le probleme
en terme de risques de |'mmunosuppression avec de plus des Ssucces

aleatoires de la grefte versus traitement traditionne! En fait



38

acluellement la communaute scientifique n'est préte a accepter la
grefle comme traitement du diabéte sucré gque si l'immunosuppression
est sans danger {émergence de nouvelle drogues) ou Ssupprimeée
ir;nmunoattéraiion‘ immunoprotection ou induction de toiérance.

La greffe d'llots pancréatiques intra-thymique <chez le rat induirait
une tolérance donneur spécifique pour les flots qui peuvent alors étre
greftés sans immunosuppression en un site quelconque du receveur. Si
cette hypothése a un caractére geénéral. elle pourait révolutioner la
stratégie des greffes '@ quelques allo (ou xeno ) antigénes d'une celiule
souche greffés dans le thymus. induirait pour toute les espeéces.
homme compris. et avec fous {es croisements possibles., une tolérance
pour tous les organes (33). quelques cellules spléniques dun primate
dans ie thymus d'un humain permettrait a ce dernter de recevoir sans
immunosuppression une greffe de cceur du méme dqonneur...

Dans la mesure ou la greffe de pancréas est actuellement. nous Favons
vu, plus souvent métaboliquement active que celle des Tliots. nous
avons cherché a etendre I'hypothese initiale d'induction de toiérance
au pancreéas entier. porteur de motifs antigeniques plus complexes que
fes ilots seuls.

Notre modele de rat diabétigue a été rapidement au point. Le
prélévement du pancréas sdivi de sa grelfe. avec succes metaboliques
constants, malgre sa reputation de dificulté. a ete reussi sur un
grand nombre de cas Notre meéthode d'isclement d'ifots hous a permis
d'obtenir des filots wviables en grande quantite. Do facon mattenque
nous avons eu les plus grandes difficuites a obtenir des succes
métaboliques proionges avec nos greffes dlilots intra - thymiques. si
bren gque nos tentatives dinductron de telerance prolongee sont
actuellement limitées par cette difficuite d'obtention de succes des
greiltes d'flots intra - thymigues méme sI nous obtenons déja

constamment des flots allogeniques en ce site viables sur une longue
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duree. L'hypothése d'une induction de tolérance chez le rat par des
flots intra - thymiques pour un pancréas hétérotopique nh'est donc
nullement rejetée mais demandera encore quelques temps de mise au
pbim. Ce travall nous a dors et déja permis d'obtenir plusieurs
succes au premier desqueis se situe ['allogreffe de pancréas

meétaboliquement active chez le rat diabétique.



DIUAESE

B0

70
gretie
60 - e

ml 40

30

20

) i
t 2 3 4 5 6 7 8 9 t0 1t 12 13 14 15 16 17 18 19 20

jours

Graphique 1; Diurdse goupes 1 et 2.

I

1
¥ Groupe 1 }

" Groupe 2 ’



mi

80

70

60

50

40

30

20

greffe

CONSOMMATION D'EAU

rejet

7 8 g 10 t1 12 13 14 1§

jours

Graphique 2. Consommaltion d'eau groupes 1 et 2

16

17

18

19

i
f
|
|
1

¥ Groupe 1 !

'+ Groupe 2 -



45

1n

e

arefle

GLYCEME

reje

T8 5 10 11 n

|ours

Graphigue 3 ; Glycéme groupes { o 2

13

14

15

16

!
11

t
‘
H

i
|
|

¥ Groupe § f

* Groupe 2 i



BIBLICBRAPHIE :

1.- Borch - Johnsen (K.}, Kreiner (S.), Deckert (T.). Mortality
of type 1 (insuitn - aependent) diabetes mellitus in Denmark : a
study of relative mortality in 2 93C danish type 1 diabetic patients
diagnosed from 1933 to 1972 Diabetologia 1986, 29, 767 - 772.

2.~ Pirart (J.}, Diabetes mellitus and its degenerative
complications . a prospective study of 4 400 patients observed
between 1947 and 1973 Diabetes Care 1878. 1. 168 - 188, 252 -
263,

3.- Tchobroutsky (G.). Relation of diabetic control to development
of microvascular complication. Diabetoligia 1978. 15 143 - 152

4.- Mirouze (J.). Un siéecle a la recherche d'une insulincthérapie
supplétive ideaie (1889 - 1988). Journées Diabéloiogie Hoétel - Dieu.
Fiammarion Meédecine - Sciences 1988. 315 - 336.

§.- Timsit (J.). Altman (J.J.). Indications des transplantations
pancreatiques = realités et espoirs. Journees de Diabétoclogie Hotel -
Dieu. Flammarion Meédecine - Sciences 1989. 139 - 149,

6.- Zheng T., Schang T.. Sutherland D.E.R. Monitoring of urinary
amylase and pH after pancreas transplantation in rats.
Transplantation Proceedings, Vol XIX. No 5 {(OQOclober), 1987 pp 3906 -
3907.

7.- Schang T.. Zheng T.L.., Sutherfand D.E.R. Monitoring urinary
amylase and pH n pancreas transplantatron with uripnary drainage in
rats. Transplantation, Vol 46 No. 6, (December} 1988 pp 806 - 812.

8.- Kelly W.D., Lillehei R.C. et al. Allotransplantation of the
pancreas and duodenum along with the kidney in drabetic nephropathy.
Surgery 1967. Vol 61. No. 6 827 - 837

9.- Altman J.J.. Reach G., Slama G., Tchobroutsky G. Y a -1 -
il des indications de areffe du pancreas 7 arn. Med interne. 153G
Vol 141, No 1. pp 8 - 10

10 - Sutherfand D.E.R., Moudry K.C Pancreas transplant registry
Philadelphta . Saunders W B . 1988 ° 357 - 362

11.- Martin X., Lefrancois N., Marechal J.M., Gelet A, Viguier
J.L.., Dubernard J.M. #Fancreas transplantation i Lyon overall
results. Diabetofogia. Vol 34 Suppl 1. pp S8 - S10 (19913 SiM
12976



12.- Lefrancgois N., Martin X., Dubernard J.M. Transplantation du
pancréas. Traité de diabétologie 1er édition 1990, éditiens Pradel.
Chapitre 73E. pp 847 - 850

13.- Altman J.J., Houlbert D., Cailard P., et al. Long terme
plasma giucose normalization in experimental diabetic rats with
macroencapsulated implants of bening human insulinema. Diabetes
1986 : 35 . 625 - 33.

14.- Altman J.J.. Pentornis A., Boillot J., Maletti M.
Bioartificial pancreas in autoimmune nhonobese diabetic mice. Trans.
Am. Soc. Artif. Intern. Organs. 1988 ;| 34 : 247 - 9.

15.- Legrelle M., Capron F.,, Chapa O., Altman J.J. Isiets and
hepatocytes co - transpiantations in hollow fibers. Artificial insulin
delivery systems, Pancreas and islet transplantation 11th Workshop
of the AIDSPIT study group. January 1992, Igls. Austria.

16.- Altman J.J., Legrelie M., Penfornis A., Fakir M., Chapa
O.. Mallegol S., Capron F. Macroencapsulation as a biocartificial
pancreas. Pancreatic islet transpiantatien. ARG Landes Company,
Medical Publishers, edited by Camillo Ricordi, Austin/Beriin. 1992,

17.- Darquy S.. Reach G. Immunoisclaticn of pancreatic § cells by
microencapsulation : an 1n wvitro study. Diabetologia 1985 : 28 : 776 -
80.

18.- Lafferty K.J., Prowse S.J. Theory and practice of
immunoregulation by tissue treatement prior to transplantation.
World J Surg. 8 187 - 195 1984 .

19.- Posselt A.M., Ali Naji B.S. Roark J.H., James B.S.,
Markmann F., Barker C.F. intrathymic islet transplantation in the
spontaneously diabetic BB rat. Ann. Surg. October 1991 Vgl 214 . No.
4 . pp 363 - 373

20.- Gotoh M., Mak) T., Kiyorzumi T., Satomi S., et al. An
improved method for isolation of mouse pancreatic slet
Transplantation 1985 . 40 437 - 438)

21.- Orloff M.J., Sun Lee., Charters A.C., Grambort D.E.,
Storck L.G., Knox D. tLong term studies of pancreas transplantation
In experimental diabetes mellitus Ann Surg 1975 182, 3. 198

205

22.- Squiffiet J.P., Sutherland D.E.R. et al Technical aspects of
segmental pancreatic grafting in rats Microsurgery 1983 4. 61 - 66



23.- Daude F. Transplatation hetérotopique de pancreas total chez
le rat Memoire pour e diplome umiversitaire de techniques
micrechirurgicales. Mai 1990

24.- Lugagne - Delpon P.M. La transplantation de pancréas chez le
rat diabeéetique. Memoire pour le concours de medaille de l'internat des
hépitaux de Paris. Jan 1987

25.- Houry S., Huguier M. Total splenopancreatectomy in the rat.
Technical report. Eur. Surg. Res., 1983, 15, 328 - 331,

26.- Schein P.S. Alberti KGGM et Williamson D.H. Effects of
streptozotocin on carbohydrate and lipid metabolism in  the rat
Endocrinology. 1971. 89. 827 - 834.

27.- Lacy P.E.. Kostianovsky M. Method for isolation of intact
istets of [angerhans from the rat pancreas. Diabetes 19876; 18 : 35 -
8.

28.- Gotoh M., Maki T., Satomi S.. et al. Reproductible high vield
ot rat islets by stationary in vitro digestion following pancreatic
ductal or portal venous collagenase injection. Transplantation 1987
43 - 725 -~ 30)

29 .- Barneo L., Esteban M.M. Diaz F. et al. Comparison of various
techniques for rat islet preparation. Transplantation Proceedings.
Vol 22. No 2, Aprii 1990 pp 777 - 778

30.- Arbet - Engels C. Lisolement d'llots de Langerhans @ premiere
étape avant la grefte. These pour le doctorat de medecine (1992)

31.- Posselt A.M., Barker C.F., Ali Naji et al. induction of donor
- specific unresponsiveness by intra - thymic isiet transplantation
Science, Vol 249, September 1990 pp 1233 - 1245

32 - Remuzzi G., Rossini M., Imberti O., Perico N. Kidney graft
survival  n rats  without immunossupprecssants  after  intrathymic
giomerutar transplantation The Lancet Vol 337. March 1991 pp 750
- 752

33 - Lanza R.P. . Butler D.H. Chick W.L. et al.
Xenotransplantation cof cantne bovine and porcine islets n  diabetic
rats without immunosuppression Proc Nall Acad Sc. USA, Vol 88.
pp 11100 - 11104 December 1991 Medical Sciences



	Portada
	Índice
	Introduction
	Materiel et Methode
	Methode
	Resultats
	Discussion
	Conclusion
	Bibliographie



