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RESUME

Le diabéte de type I est une maladie auto-immune pouvant s’avérer incontrolable
chez certains patients. L’injection quotidienne d’insuline devient dés lors insuffisante
et de nombreux effets adverses peuvent étre observés. Dans de tels cas, deux options
se présentent aux praticiens, la transplantation d’un pancréas ou la transplantation
d’ilots de Langerhans. La premiére option, réservée a des cas spécifiques qui
nécessitent une double greffe (généralement pancréas et rein), consiste en un acte
chirurgical invasif et lourd et elle est limitée par la disponibilité de pancréas. La
deuxiéme option, moins invasive, est limitée par la quantité d’ilots fonctionnels et de
qualité. Elle requiert plus d’un donneur. L’une des solutions & ce probleme est
I’amélioration des protocoles de cryoconservation des ilots de Langerhans. Les
techniques actuelles ont surtout recours au diméthylsulfoxyde (DMSO), lequel est
toxique pour les ilots. D’ou I’intérét de développer de nouvelles méthodes de
cryoconservation plus efficaces et moins toxiques. Nous suggérons une nouvelle
approche de cryoconservation faisant appel a des protéines végétales et des protéines
recombinantes issues du blé. Des cultures primaires d’hépatocytes ont déja été
efficacement cryoconservées avec cette méthode. Une forte viabilité, une bonne
adhésion et le maintien des fonctions hépatospécifiques telles que la sécrétion
d’albumine et I’induction des isoenzymes de cytochrome P450 furent alors observés.
L’hypothése était que cet extrait de protéines du blé (WPE) et un mélange de
protéines recombinantes allaient avoir le potentiel d’améliorer la viabilité de cellules
pancréatiques de méme que leurs fonctions biologiques aprés cryoconservation. Le
potentiel de ces extraits est lié au mélange de protéines qui ont des fonctions
différentes mais complémentaires. La lignée cellulaire INS832/13 provenant d’un
insulinome pancréatique de rat induit par rayon X capable de mimer le comportement
des cellules et de sécréter de I’insuline a été utilisée pour les premiers essais. Les
objectifs principaux étaient le développement d’un milieu de cryoconservation adapté
aux particularités de cette lignée avec détermination de la dose optimale de protéines
de blé et I’étude de la viabilité des cellules et de leurs fonctions biologiques post
décongélation. Une lignée cellulaire ne réagissant pas comme une culture primaire,
nous avons du procéder & de nombreux ajustements afin de développer un milieu de
cryoconservation capable d’avoir une toxicité réduite, de conserver une survie
maximale des cellules post décongélation mais aussi une adhérence suffisante pour
permettre le retour des principales fonctions biologiques associées au métabolisme
pancréatique telles que la sécrétion d’insuline et de C-peptide. Plusieurs mélanges ont
été testés et optimisés car I’extrait de blé seul, bien que non toxique pour les cellules,
ne permettait pas une adhésion suffisante des cellules post décongélation, laquelle est
capitale pour le maintien des fonctions biologiques. Le protocole optimisé consiste
en une étape de pré-incubation de 7,5 x 10° cellules soit avec un mélange de
lécithine/glycérol ~ N-méthyl pyrrolidone (NMP) 1% ou un mélange
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lécithine/glycérine pendant une heure a 37°C suivi de 1’addition de 5 mg de WPE et
une cryoconservation immédiate. Nos résultats démontrent que 1’ajout de protéines de
blé dans le milieu permet de cryoconserver avec efficacité les cellules INS832/13.
Ces protéines de blé sont non toxiques, n’ont aucun effet adverse sur la sécrétion
d’insuline et permettent une bonne viabilité post-décongélation. La préincubation
avec des lipides prévient I’adhésion des protéines de blé a la membrane des cellules et
améliore également la viabilité et 1’adhésion post décongélation des cellules
INS832/13. Les fonctions métaboliques sont maintenues chez les cellules INS832/13
cryoconservées avec le mélange optimisé et ’expression des génes clé associés au
métabolisme pancréatique est comparable entre les cellules fraiches et celles
cryoconservées avec notre formulation. La lécithine semble protéger la membrane
cytoplasmique contre les dommages induits pendant la cryoconservation tandis que
les protéines de blé semblent, quant a elles, améliorer le métabolisme, notamment par
une augmentation de la capacité insulino-sécrétoire induite par le glucose. Notre
mélange optimisé représente donc une alternative intéressante a la cryoconservation
au DMSO et il serait pertinent de tester et d’adapter ce mélange sur des filots de
Langerhans. ‘

Mots clés : cryoconservation, protéines de blé, cellules pancréatiques béta, viabilité,
métabolisme, sécrétion d’insuline




CHAPITRE 1
REVUE DE LITTERATURE

INTRODUCTION

Le diabéte est la quatrieme cause de décés dans le monde. Il a été estimé en
2012 que 371 millions de personnes a travers le monde seraient touchées par cette
maladie (International Diabetes Federation, 2012). Le diabéte est une maladie
chronique, qui se manifeste par des taux élevés de glucose dans le sang, qui sont eux-
mémes causés par I’inhabilit¢ du corps & produire suffisamment d’insuline ou de
répondre & celle-ci adéquatement (International Diabetes Federation, 2012).
L’insuline est nécessaire pour le corps et elle permet a ce dernier de pouvoir utiliser le
glucose en tant que source d’énergie. Malgré I’insulinothérapie, le diabéte est
susceptible d’entrainer des complications sérieuses telles la perte de vision, une
augmentation des risques de maladies cardio-vasculaires, I’accident cérébral
vasculaire, [’hypoglycémie, des dommages aux nerfs et aux reins, etc. Il y a deux

principaux types de diabéte : type 1 (10% des cas) et type II (90% des cas).

1.1 Le diabéte de type 1

Le diabete de type I (aiabéte juvénile ou diabéte mellitus insulinodépendant,
(DID)) est caractérisé par un processus auto-immun de destruction des cellules B des
ilots de Langerhans et la présence d’auto-anticorps contre les cellules f (Adams,
2003 ; Van den Driessche et al., 2009). Plus précisément, le diabéte de type I est

caractérisé par une destruction autoimmune des cellules d’ilots sécrétant 1’insuline




par linfiltration et I’interaction coordonnée des cellules T, CD4 et CDS8, des
lymphocytes, des cellules denditriques et des macrophages (Jahansouz et al., 2011).
Il est généralement diagnostiqué chez les enfants et les jeunes adultes. La destruction
des cellules béta par le systtme immunitaire inhibent alors la production adéquate
d’insuline. Les causes précises sont inconnues mais des facteurs génétiques et
environnementaux semblent étre impliqués. L’injection d’insuline permet la survie
des patients diabétiques mais elle ne suffit malheureusement pas toujours a empécher

I’apparition de complications tardives.

A court terme, les patients peuvent souffrir d’hyperglycémie sévére et
d’acidose-cétose diabétique. L hyperglycémie chronique affaiblit les parois des petits
vaisseaux sanguins qui approvisionnent tous les tissus et les organes en oxygéne et
éléments nutritifs. Les troubles oculaires ne sont pas rares chez les diabétiques. On
observe entre autres 1’apparition de glaucome ou de cataractes et la perte totale de la

vision.

A long terme, le diabéte aura des répercussions sur tous les organes et tous les
systémes du corps. Le coeur, les vaisseaux sanguins, les yeux et le systéme nerveux
sont les plus susceptibles d’étre touchés. On observe donc, chez les patients souffrant
depuis longtemps du diabete, des microangiopathies diabétiques telles la rétinopathie
et la néphropathie. On peut également constater des signes de neuropathie diabétique
(Massin et al., 2008). En effet, la mauvaise circulation sanguine chez les diabétiques
est a |’origine de troubles de la sensibilité tels la perte de sensation (paresthésie), des
douleurs et des picotements ressentis aux extrémités supérieures et inféricures. La
neuropathie peut également affecter des organes, notamment [’estomac et les
intestins. Les patients diabétiques deviennent aussi plus sujets aux infections
récurrentes. La maladie réduit considérablement la qualité de vie des patients atteints.
L’espérance de vie d’une personne atteinte du diabéte de type I peut étre raccourcie

de 15 ans (International Diabetes Federation, 2012).




1.2 Traitements du diabéte de type I (insulino-dépendant)

A P’heure actuelle, hormis I’injection quotidienne d’insuline et la surveillance
du taux de glucose sanguin, il n’existe pas de traitement curateur de cette maladie.
Les traitements conventionnels basés sur la diéte, I’injection d’insuline, 1’exercice et
I’auto-contrdle métabolique ne sont pas suffisants pour prévenir le développement
des complications chroniques & court et long terme. La greffe de pancréas est possible
mais elle demeure exceptionnelle en raison de la rareté des organes. Elle est donc
limitée aux cas extrémes, i.e., & des patients qui ont également besoin d’une autre
greffe, normalement rénale. Il existe cependant une alternative moins invasive que la

greffe de pancréas qui consiste en la transplantation d’ilots de Langerhans.

1.3 Le diabéte de type II

Le diabéte mellitus de type II est caractérisé par une déficience relative des
cellules béta due a une compensation diminuée pour la résistance a I’insuline
(Balamurugan et al., 2012 ; Bonner-Weir and Weir, 2005). Ce type de diabéte est
responsable du fort taux de mortalité et de morbidité observé a travers le monde,
notamment a cause des complications micro-vasculaires (telles que la rétinopathie, la
néphropathie et la neuropathie) et macro-vasculaires (telles que la maladie
coronarienne, la maladie périphérique vasculaire et les accidents vasculaires
cérébraux) qu’il entraine (Golden, 2011 ; Jeerakathil et al., 2007 ; Tahergorabi and
Khazaei, 2012). C’est une maladie multifactorielle dont le développement implique
une prédisposition génétique et plusieurs facteurs environnementaux tels que la
mauvaise alimentation, I’absence d’exercices physiques et 1’obésité (Li et al., 2011).

L’espérance de vie est réduite de cinq ou dix ans.




1.4 Limites des thérapies actuelles

Il n’existe donc aucune cure ni prévention pour le diabéte de type 1. La
thérapie préconisée est I’injection d’insuline plusieurs fois par jour a vie. Les patients
doivent surveiller étroitement leur diéte et doivent également vérifier leur taux de
glucose sanguin plusieurs fois par jour afin d’éviter des complications et des réactions
physiologiques conduisant a des épisodes sévéres d’hypoglycémie ou

d’hyperglycémie, lesquels peuvent étre dangereux pour la vie du patient.

Tel que mentionné ci-haut, I’'une des alternatives a I’injection d’insuline pour
le traitement du diabete de type I chez les patients gravement touchés est la
transplantation d’un pancréas entier. ou d’ilots de Langerhans. Ces types de
transplantation sont les seules options pour les patients sévérement atteints et elles
peuvent éviter la progression des complications (Kabelitz et al, 2008). La
transplantation d’un pancréas entier chez ’humain est pratiquée depuis 50 ans et le
taux de survie sur cinq ans est de 55%. Alors qu’il existe un risque élevé d’infection
avec la transplantation d’un organe, les 1lots de Langerhans peuvent, quant a eux, étre
greffés par infusion sans le fardeau d’une chirurgie majeure (Shapiro et al., 2006). La
transplantation nécessite toutefois une trés grande quantité d’flots qui, eux, sont rares.
Les ilots doivent ainsi provenir de plusieurs donneurs. L’amélioration des techniques
de cryoconservation doit donc étre envisagée afin d’établir des banques de cellules,
d’augmenter la disponibilité des flots, d'améliorer les fonctions biologiques telles que

la sécrétion d’insuline et de réduire les dommages cellulaires.




1.5 La greffe de pancréas

La greffe de pancréas est une méthode thérapeutique éprouvée utilisée de
fagon routiniére par de nombreux centres de transplantation dans le monde. La greffe
ne doit cependant étre envisagée que lorsque la maitrise du diabéte pose des
problémes importants. En régle générale, seuls les diabétiques souffrant de graves
complications aux reins et devant subir de fréquentes dialyses sont candidats a la
greffe. Cette intervention chirurgicale demeure complexe et délicate puisque la
compatibilité doit étre parfaite. De plus, le pancréas doit provenir d'un étre vivant et
non d'un cadavre. Cette opération représente une agression chirurgicale lourde
nécessitant que I'état général du patient soit en mesure de supporter un tel geste. Le

patient doit également demeurer sous immunosuppresseurs a vie.

1.6 La transplantation d’ilots de Langerhans

La transplantation d’ilots est une thérapie de remplacement connue depuis
plusieurs années pour les patients atteints d’une forme sévére de diabéte mellitus
(type I et type II). Elle peut étre réalisée a partir d’un donneur cadavérique ou d’un
donneur vivant et elle offre la possibilité de remplacer les cellules détruites pour
fournir I’insuline nécessaire. Cette technique, beaucoup moins invasive, s’effectue
sous anesthésie locale et dure normalement de 10 a 15 minutes. Les ilots (50 a 500
pum) sont injectés dans le foie via la veine porte ou ils seront alors stoppés par leur
taille au niveau du parenchyme hépatique et ou ils subiront une revascularisation
propre se développant dans un délai de 20 jours. En ’absence de complications, le
patient peut retourner 4 son domicile 24 heures aprés l'intervention. L'objectif
principal d'une transplantation d'flots est 'amélioration de la qualité de vie du patient
a moindre risque en normalisant la glycémie et en réduisant le risque des pathologies

causées par le diabéte. Le choix du foie comme organe récepteur n’est pas étonnant.




De nombreuses études confirment que le foie et le pancréas sont intervertibles dans
plusieurs circonstances physiologiques et physiopathologiques (Dominguez-Bendala
et al., 2012 ; Rao et al., 1988 ; Rao and Reddy, 1995). En fait, les hépatocytes
totalement différenciés et les cellules pancréatiques béta partagent des mécanismes
moléc'ulaires pour la détection du glucose (Kim and Ahn, 2004 ; Nordlie et al., 1999).
Au niveau de I’évolution, I’existence d’un hépatopancréas chez plusieurs invertébrés

indique que les deux organes ont débuté par un seul (Melton, 1997).

Deux critéres relatifs a I’intégrité biologique des cellules sont arbitrairement
choisis pour exprimer les résultats de la transplantation : d'une part la persistance
d'une sécrétion d'insuline par le greffon (C-Peptide > 1 ng/ml) pendant une durée
supérieure & | mois; d'autre part, la possibilit¢ de sevrer le patient de

I'insulinothérapie pendant une durée supérieure a une semaine.

1.7 Histoire de la transplantation d’ilots de Langerhans

En 1967, Lacy et Kostioanovsky ont établi une méthode pour isoler les ilots
de pancréas de rat en utilisant de la collagénase (Lacy and Kostianovsky, 1967). En
1972, Ballinger et Lacy ont démontré une méthode permettant d’isoler des ilots
intacts de rongeur lesquels ont conservé des fonctions in vivo aprés transplantation
dans un modé¢le de rat (Ballinger and Lacy, 1972). En 1990, Scharp et ses
collaborateurs ont rapporté une insulino-dépendance d’un mois chez des patients

diabétiques de type I aprés transplantation d’ilots pancréatiques (Scharp et al., 1990).

En mai 2000, une équipe d’Edmonton a pratiqué une transplantation d'flots de
Langerhans (intervention connue sous le nom de protocole d’Edmonton) avec un

protocole innovant ayant recours a un cocktail d’immunosuppresseurs moins




diabétogeénes (moins susceptibles d’induire ou d’aggraver le diabéte) chez un malade
atteint du diabéte de type I. Sept patients avaient rapidement obtenu une
indépendance a l’injéction d’insuline aprés la transplantation pendant une moyenne
de 11,9 mois (entre 4,4 et 14,9 mois) (Shapiro et al, 2000). Une telle intervention
permettait alors dans plusieurs cas de libérer les patients de leurs injections
quotidiennes d'insuline mais rarement plus de quelques mois. Certains
immunosuppresseurs ont des effets sournois, i.e., qu’ils sont capables d’induire le
diabéte, c’est notamment le cas de la cyclosporine A (CsA), des corticostéroides et du
tacrolimus. Le 19 janvier 2005, le docteur James Shapiro pratiquait avec une équipe
japonaise la premiére transplantation a partir d’un donneur vivant, les essais
précédents ayant tous été effectués avec des donneurs cadavériques. Le receveur avait
alors été indépendant des injections d’insuline pendant plus de trois mois (Matsumoto
et al., 2005). La production d’insuline suite a une transplantation d’ilots issus d’un
donneur vivant débute quelques minutes seulement aprés ’injection des ilots dans le

foie via la veine porte.

Des études récentes démontrent que la transplantation clinique d’ilots a révélé
que 50% des patients sont indépendants de I’insuline pour cinq ans (Dominguez-
Bendala et al, 2012). Depuis Dintroduction du protocole d’Edmonton,
I’indépendance de I’insuline est rencontrée dans plus de 70% des patients un an aprés
la transplantation d’ilots (Shapiro ez al., 2006). Cependant, une indépendance sur une
longue période, supérieure a 10 ans demeure exceptionnelle, les principales raisons
étant des réactions inflammatoires instantanées liées au sang, le rejet aigu et
chronique, la récurrence de I’auto-immunité, la toxicité médicamenteuse, le dépot
amyloide généralisé et les faibles niveaux de prolifération des cellules béta (Bemney et

al., 2009 ; Lacotte et al., 2011).

En avril 2013, une étude parue dans la revue American Journal of

Transplantation témoigne qu’une patiente atteinte de diabéte de type I qui avait regu




une transplantation d’flots de Langherans a réussi a vivre 13 ans sans injection
d’insuline. Celle-ci n’est pas décédée du diabéte mais d’une hémorragie cérébrale
(Muller et al., 2013). Lors de tests effectués post-mortem afin d’évaluer le
métabolisme des ilots transplantés 13 ans auparavant, il fut constaté que ces derniers
bien qu’implantés dans le foie avaient conservé d’excellentes fonctions métaboliques.
Avec les résultats obtenus ces derniéres années, I’intérét d’une telle greffe a été
relancé et plusieurs études ont été conduites afin d’améliorer le succes des
transplantations d’ilots et continueront d’étre effectuées dans le futur (Sakata et al.,
2012). De fait, on assiste a une augmentation des programmes cliniques de greffe

d'flots de par le monde depuis le début des années 90.

1.8 Avantages et inconvénients de la transplantation d’ilots de Langerhans

Puisque la transplantation d'flots est une technique beaucoup moins invasive
que la greffe de pancréas, elle est susceptible d'étre répétée chez un méme patient, si
le besoin se présentait. C’est ce caractere moins invasif qui justifie les efforts

maintenant redoublés afin de faire progresser cette approche thérapeutique.

Il faut également mentionner qu’afin de conserver la masse transplantée de
cellules béta, les receveurs d’une telle transplantation doivent prendre des
immunosuppresseurs, lequels sont reconnus, sous les régimes actuels, comme étant
toxiques pour les cellules béta. Cette limitation a ultimement conduit a une fonction
treés limitée sur le long terme des ilots transplantés alors que la communauté médicale

cherche a fournir une cure durable pour les patients (Balamurugan et al., 2012).

De plus, les résultats obtenus avec I’injection d’ilots provenant d’un donneur
cadavérique sont encore mitigés. Les 1lots prélevés chez des patients en état de mort

cérébrale sont souvent séveérement endommagés par le froid durant le transport alors




que le pancréas est lui-méme détérioré par les toxines circulant dans le sang aprés la

mort cérébrale.

La médecine faisant face a un manque flagrant de donneurs, les délais
d'intervention pour ce type d’opération peuvent €tre de plusieurs années. 1l faut en
effet un minimum de 10 000 flots-équivalents/kg pour l'obtention de l'insulino-
indépendance sur un terrain auto-immun (Shapiro et al., 2000). Or, une telle quantité
d’ilots est rarement obtenue par un seul pancréas et nécessite le plus souvent de
combiner les ilots de deux glandes, voire plus. La réussite de la greffe est de plus
directement dépendante de la qualité des ilots des donneurs. Ces obstacles peuvent

étre contournés par le développement de meilleures techniques de cryoconservation.

Bien que la transplantation d’ilots de Langerhans représente a I’heure actuelle
’une des modalités thérapeutiques les plus prometteuses pour le traitement du diabéte
de type I, de nombreuses améliorations doivent lui étre apportées (Dominguez-
Bendala et al, 2012 ; Weir and Bonner-Weir, 1997). L’un des principaux défis
actuels est de fournir un nombre élevé d’ilots de qualité qui conserveront leur
intégrité biologique afin de pallier aux contraintes mentionnées précédemment. Pour
ce faire, différentes techniques de cryoconservation ont €tés mises au point.
L’amélioration de ces techniques permettra également de coupler les filots de
plusieurs donneurs, d’effectuer des tests de stérilité, de viabilité, d’histocompatibilité

et de les transporter vers des sites éloignés (Rajotte et al., 1990 ; Rich et al., 1994).




10

1.9 Le pancréas

1.9.1 Histologie du pancréas

Le pancréas est une volumineuse glande amphicrine, i.e., a tissu exocrine et
endocrine. La portion glandulaire et exocrine est une glande alvéolaire et séreuse a
l'intérieur de laquelle sont dispersées les formations glandulaires endocrines

richement vascularisées nommées ilots de Langerhans.

1.9.2 Histologie des ilots de Langerhans

Les ilots de Langerhans (Figure 1.1) naissent de la prolifération cellulaire des
extrémités des tubes pancréatiques primitifs issus des bourgeons pancréatiques
ventraux et dorsaux, proliférations endodermiques de la portion caudale de I'intestin
antérieur. Les éléments conjonctivo-vasculaires dérivent du mésenchyme avoisinant.
Trois grands types cellulaires composent les flots de Langerhans : les cellules alpha
responsables de la sécrétion du glucagon (24%), les cellules B qui sécrétent l'insuline

(66% a 74%) et les cellules D qui sécretent la somatostatine (4%).




11

Figure 1.1 : Ilots de Langerhans, image tirée de McCall et Shapiro (2012)

Les cellules alpha

Ce sont des cellules a I’aspect granuleux responsables de la sécrétion d’uné
hormone hyperglycémiante, le glucagon. Elles ont un diamétre de 15 pm au noyau
nucléolé. Ce sont des cellules riches en vitamine C, enzymes, glycoprotéines sans
fonction thiol (-SH) et en tryptophane. Elles sont généralement situées en périphérie

des ilots.

Les cellules béta

Ce sont de larges cellules a I’aspect microgranuleux qui sécrétent l'insuline,

qui est un facteur hypoglycémiant.
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Les cellules D

Ces cellules ne constituent que 4% des cellules pancréatiques. Elles

comportent de fines granulations et elles sécrétent la somatostatine.

Il existe d’autres types cellulaires : les cellules PP (cellules sécrétant un
polypeptide pancréatique) (2%); les cellules sécrétant le peptide intestinal vasoactif
(VIP) et les cellules antérochromaffines sécrétant des peptides. Parmi ces différents
types cellulaires, les cellules béta jouent un rdle capital dans la régulation de la

glycémie et c’est le déréglement de cet équilibre qui est responsable du diabéte de

type L.

1.9.3 Production et sécrétion de I’insuline par la cellule § pancréatique

L’insuline est une hormone peptidique sécrétée par les cellules B des flots de
Langerhans. Son principal role est de réduire le taux de sucre dans le sang, elle est
donc hypoglycémiante. Elle sert également a faire pénétrer dans les cellules le sucre
qui servira de combustible afin de produire de I’énergie. Le glucose est, quant a lui,
un agent stimulant puissant de la biosynthése de I’insuline. La majeure partie de son
action passe par la stimulation de I’expression du géne de I’insuline qui résulte a la
fois de son effet positif vis-a-vis de I’activité de transcription et de la stabilisation des
ARNm (Tiedge et al., 1997). Le glucose pénétre dans la cellule B par I’intermédiaire
du transporteur GLUT2 chez les rongeurs et de GLUTI1 chez I’humain. 11 est ensuite
phosphorylé en glucose-6-phosphate par la glucokinase. Une fois phosphorylé, le
glucose est principalement utilisé par la voie de la glycolyse et de la respiration

oxydative.
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1.9.4 Le C-peptide et ’insuline

Le C-peptide est un polypeptide de connexion (C) constitué d’une chaine
unique de 31 acides aminés (position 33-63) et incorporé dans la pro-insuline. Sa
masse moléculaire est d’environ 3 kilodalton (kDa). Au cours de la biosyntheése de
I’insuline, le C-peptide, généré lors du clivage protéolytique de son précurseur la
proinsuline, est co-sécrété avec I’insuline et stocké dans les granules de sécrétion de
I’appareil de Golgi des cellules p pancréatiques. La proinsuline résulte elle-méme du
clivage de la pré-proinsuline. Le C-peptide joue un réle important dans la connexion
structurelle des chaines A et B de I’insuline et la formation de deux ponts disulfures
dans la molécule proinsuline. Il facilite la synthése de I’insuline, son pliage, son
transport dans le réticulum endoplasmique (RE) des cellules B. Le C-peptide et
I’insuline sont sécrétés en qua.ntité équimolaire et libérés dans le sang de la veine
porte. La demi-vie du C-peptide est plus longue (environ 35 minutes) que celle de
I’insuline (qui est éliminée & 50% par le foie) en raison de sa faible extraction. Les
concentrations de C-peptide persistent dans les veines périphériques et sont moins
sujettes aux variations que les concentrations d’insuline. En raison de la forte
prévalence des anticorps anti-insuline endogénes, les concentrations de C-peptide
reflétent mieux la sécrétion d’insuline pancréatique chez les patients insulino-traités
que I’insuline elle-méme. Cela fait donc du C-peptide un marqueur de la sécrétion

d’insuline (Said et al., 2010).
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1.9.5 Génes et protéines associés au métabolisme et fonctions des cellules B
1.9.5.1 Les perméases du glucose

Les perméases du glucose sont des protéines responsables du transport

membranaire du glucose (Khan and Pessin, 2002).

- GLUT1 : La protéine GLUT!1 facilite le transport du glucose au travers des
membranes cellulaires des cellules de mammiféres et est responsable pour la
fixation basale du glucose.

- GLUT?2 : La protéine GLUT?2 est un transporteur de glucose a faible affinité.
Il représente le senseur de glucose des cellules f.

- GLUT3 : La protéine GLUT3 est un transporteur de glucose a haute affinité.

1.9.5.2 Le géne de I’insuline humaine (Ins)

La préproinsuline est le principal produit de traduction du géne de I’insuline (Ins)
et est un précurseur qui est transformé en proinsuline, laquelle subit un clivage
protéolytique pour produire I’insuline et le C-peptide. Ce géne est presque

exclusivement exprimé dans les cellules pancréatiques B (Bugos et al., 1998).

1.9.5.3 Le facteur de transcription Pdx1 (Pancreatic and duodenal homeobox 1)

En réponse a ’insuline, il y aura augmentation de 1I’expression du géne codant
pour le facteur de transcription Pdx1. Ce facteur est important pour la survie et la

différenciation des cellules B (Prentki and Nolan, 2006) et agit principalement en
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régulant a la hausse la transcription de plusieurs génes spécifiques des cellules f,

incluant Ins et Glut2 (Demel and De Kruyff, 1976).

1.9.5.4 Le géne Regla (Regenerating Islet-Derived 1 Alpha)

Le géne regénérateur Regla code pour une protéine associée avec la

regénération des ilots pancréatiques (Grankvist et al., 1981).

1.10 La cryoconservation.

Par définition, la cryoconservation permet le maintien de tissus biologiques
dans un état de vie et d’animation suspendus & des températures cryogéniques. A la
température de —196°C, température de I’azote liquide, toutes les réactions
chimiques, les processus biologiques et les interactions physiques intra et
extracellulaires sont suspendus. En théorie, une cellule cryoconservée peut Etre

conservée indéfiniment (Bakhach et al., 2007).

1.10.1 Bases fondamentales de la cryoconservation

Pour un groupe cellulaire uniforme, la cryoconservation permet de nos jours
de suspendre les processus chimiques tout en préservant ’architecture cellulaire
tridimensionnelle indéfiniment. Il est également primordial que les agents
cryoprotecteurs utilisés soient adaptés et spécifiques aux types cellulaires ou aux
tissus concernés (Levin et al., 1976). La cryoconservation de matériel biologique est

délicate. La vitesse de refroidissement doit étre suffisamment lente pour empécher la
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formation de glace intracellulaire mais assez rapide pour éviter les effets causés par la
déshydratation (Figure 1.2). De cette fagon, les cellules peuvent survivre aux
processus de congélation et de décongélation. Les agents cryoprotecteurs ont peu
d’effets sur les dommages causés par une congélation trop rapide (formation de
cristaux de glace intracellulaire), mais ils peuvent prévenir ou diminuer généralement
les dommages dus a la congélation lente (déshydratation et rétrécissement) (Mazur,

1984).

S s

Refraidissement Refroidissement Refroidissement Refroidissement

lent % %ﬁ ide
7% S <X DO

Mort cellulaire par Mort cellulaire par Les cellules se Mort cellulaire par

effet de dommages dus aux  Déshydratent mais dommages dus aux
déshydratation cristaux de glace survivent cristaux de glace
i internes internes
§dns cryoprotection : Avec cryoprotection

Figure 1.2 : Effets cellulaires avec ou sans cryoconservateurs, figure tirée du guide

général de cryoconservation de culture de cellules animales (Ryan, 2004)

Afin de procéder a une conservation cellulaire sur une longue période en
présence de cryoprotecteurs, il faut atteindre des températures inférieures a —130°C. It
n’est pas difficile d’imaginer les risques que peuvent subir les cellules lors de la chute
des températures de +37 a —196°C. Ces risques sont principalement liés a une perte
d’environ 95% du volume d’eau intracellulaire et & une augmentation considérable du
taux de concentration des électrolytes aussi bien dans le milieu intra

qu’extracellulaire (Rubinsky et al., 1991). De plus, il y a la possibilité de formation
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de cristaux de glace soit dans I’espace intercellulaire pouvant déformer et comprimer
les cellules soit a I’intérieur méme de celles-ci détruisant les structures intracellulaires

(Diller, 1990 ; Rubinsky et al., 1991).

1.10.2 Substances cryoprotectrices courantes

Il existe deux catégories de cryoprotecteurs, diffusibles ou non diffusibles. Ils

ont des modes d’action et des poids moléculaires différents.

1 catégorie

Les cryoprotecteurs diffusibles ou a action intracellulaire sont de poids
moléculaires inférieurs a8 400 kDa et ils traversent la membrane cellulaire. Les plus
utilisés sont le diméthylsulfoxyde (DMSO), le glycérol et le 1,2-propanediol. Ces
derniers, tout comme I’eau, ne traversent pas les membranes immédiatement. Leur
diffusion a Iintérieur et & I’extérieur des cellules est régie par des paramétres de
diffusion propres au cryoprotecteur et au type cellulaire. En se substituant a une partie
de I’eau intracellulaire, ils permettent une déshydratation partielle des cellules en plus
de limiter la formation de cristaux de glace intracellulaire (Grondin ez al., 2008 ; Hey
and MacFarlane, 1998 ; Palasz and Mapletoft, 1996). La méthode traditionnelle de
cryoconservation se fait avec du DMSO. Cependant, en raison de la toxicité du
DMSO envers les cellules, plusieurs équipes se sont penchées sur d’autres techniques

de cryoconservation.

2° catégorie :

Les cryoprotecteurs non diffusibles ou & action extracellulaire sont de poids
moléculaires élevés et ils ne traversent pas la membrlane cellulaire. On en compte
plusieurs comme la polyvinylpyrrolidone (PVP), ’amidon hydroxyéthyle, le sérum
de veau feetal (SVF), I’albumine sérique bovine (BSA), le ficoll (polymére de
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saccharose) et certains autres polyméres. Ils ont un réle osmotique trés important,
notamment lors du réchauffement car ils favorisent la sortie des cryoprotecteurs
perméables. En maintenant une osmolarité élevée dans le milieu extracellulaire, ils
évitent une entrée massive d’eau dans les cellules lors de la décongélation (Grondin et
al., 2008 ; Meryman, 1966). Ils protégent pendant la congélation et décongélation en
diminuant la taille des cristaux de glace et en leur donnant des formes moins
dommageables. Ce dernier type de cryoprotecteur est généralement utilisé
conjointement avec les cryoprotecteurs diffusants afin d’améliorer le potentiel de ces

demiers.

1.10.3 Méthodes de cryopréservation testées sur des ilots de Langerhans

Le processus de congélation et de décongélation est particuliérement stressant
pour les ilots pancréatiques. Des études (El-Shewy et al., 2004) ont émis |’hypothése
que les composés de faible poids moléculaire tels que le DMSO et le glycérol
pénetrent la cellule et interagissent de maniére hydrophobe avec les protéines
intracellulaires, perturbant ainsi [’architecture des cellules cryoconservées et
diminuant les fonctions et I’intégrité des ilots (Stiegler et al., 2006). En effet, les
méthodes existantes de cryoconservation ou on utilise le DMSO sont connues pour ne
pas Etre optimales car elles permettent d’obtenir environ 50% de survie (Taylor and
Baicu, 2009). Rajotte et son équipe ont démontré en 2001, qu’une cryoconservation
associant soit le DMSO avec la solution UW (University of Wisconsin) (acide
lactobionique 35,83 g/L, phosphate de potassium monobasique 3,4 g/L, sulfate de
magnésium heptahydraté 1,23 g/L, raffinose pentahydraté 17,83 g/L, adénosine 1,34
g/L, allopurinol 0,136 g/L, glutathion total 0,922 g/L, hydroxyde de potassium 5,61
g/L, acide hydrochlorydrique/hydroxyde de sodium ajusté au pH 7,4, eau), soit le
DMSO avec I’hypothermosol ou HTS (Hypothermosol Preservation Solution)

permettait de récupérer un maximum d’ilots (respectivement 79.8 + 1.9% et 82.5 +
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1.5%) (Lakey et al., 2001). Ils ont également démontré qu’une cryoconservation sans

DMSO permettait une récupération de moins de 15% d’ilots (Lakey ez al., 2001).

D’autres équipes se sont penchées sur diverses méthodes de conservation des

ilots qui sont décrites ci-dessous :

e Cryoconservation combinant 5% de DMSO en tant que cryoconservateur
intracellulaire avec de I’amidon hydroxyéthyle (HES), un colloide synthétique
exogéne (Maruyama and Kashiwabara, 2004). Le taux de recouvrement aprés

décongélation a été de 71% et les fonctions des ilots furent bien maintenues.

o Cryoconservation et maintien en culture post décongélation des flots avec de la
curcumine (Kanitkar and Bhonde, 2008). L’ajout de 10 uM de curcumine au
milieu de cryoconservation a permis ’obtention d’une viabilité de 85,13 + 4,7%.
Les ilots cryoconservés en présence de curcumine et incubés avec de la
curcumine pendant la période suivant la décongélation ont montré un pourcentage
encore plus élevé de récupération d’ilots intacts (87,81+4,13%). Les flots
cryoconservés en présence de curcumine ont montré une meilleure morphologie
et intégrité que les ilots cryoconservés avec les milieux de cryoconservation

habituels au DMSO qui occasionnent chez les ilots des morphologies distordues.

e Cryoconservation d’ilots avec un analogue de glycoprotéine antigel synthétique
(syAFGP), trouvé dans le sérum du sang des poissons Notothenioidei (poissons-
antarctiques) ou de la morue Arctique Boreogadus saida (Harding et al., 2003 ;
Matsumoto et al., 2006). Le taux de récupération d’ilots cryoconservés avec la
syAFGP et DMSO atteint 85,0 + 6.2% tandis qu’il n’est que de 63.3 + 14.2% avec
le DMSO seul. La cryoconservation a I’aide de cette glycoprotéine synthétique a

permis une bonne sécrétion d’insuline, comparable a I’index de stimulation
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statique de 3.86 + 0.43 alors que le taux de sécrétion sans la protéine était de
2.98 £ 0.22. A une concentration de 500 pg/ml de syAFGP, il y avait une forte
atténuation de la formation et de la croissance de cristaux de glace et les cristaux

formés ne causérent pas de blessures de cryoconservation.

Malgré les avantages a utiliser la cryoconservation sur des tissus, il n’en
demeure pas moins que ces techniques doivent étre améliorées pour limiter les
différents stress qu’elles peuvent engendrer, notamment lors de la congélation-

décongélation des cellules ou ilots.

1.10.4 Toxicité et limites des méthodes actuelles de cryoconservation des ilots de

Langherans

Les techniques de préservation actuelles sont essenticllement basées sur le
DMSO et cela entraine des pertes considérables d’ilots et de leurs fonctions apres
décongélation (Lakey et al., 1994 ; Rajotte et al., 1990). Le DMSO est toxique pour
les flots et il inhibe la sécrétion d’insuline induite par le glucose (McKay and Karow,
1983a). Il a également été démontré que lors de transplantation d’organes ou de tissus
chez I’humain, le DMSO résiduel peut avoir des effets secondaires chez le receveur.
C’est pourquoi, d’autres approches et méthodes de cryoconservation devront étre

développées.
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1.11 Vers de nouveaux cryoprotecteurs : les protéines de blé d’hiver

1.11.1 Le blé d’hiver

Le froid est un facteur abiotique limitant la distribution des especes végétales
sauvages. On peut observer une baisse de productivité des cultures lorsque celles-ci
sont sujettes a des gelées hatives a ’automne ou a des températures anormalement
basses en hiver (Grondin, 2008). Afin de s*adapter a de telles fluctuations transitoires
et aux différentes saisons, les plantes doivent pouvoir les appréhender en ajustant leur
métabolisme (Fowler et al., 1999 ; Grondin, 2008 ; Huner et al., 1998 ; Vartapetian
and Jackson, 1997). L’exposition des plantes a de basses températures entraine des
changements morphologiques, biochimiques et physiologiques. Ces modifications
sont souvent corrélées avec le développement d’une tolérance au froid chez les
plantes et leur survie a I’hiver (Grondin, 2008). Chez les plantes subissant un stress
de température, il est fréquent d’observer des changements au niveau des membranes,
des modifications des osmoprotecteurs, des sucres, des antioxydants et des protéines
(Breton et al., 2000 ; Grondin, 2008). On sait que lorsque les plantes sont exposées a
des stress abiotiques tels que les basses températures, la fluidité de leurs membranes

est perturbée (Grondin, 2008 ; Nishida and Murata, 1996).

Les basses températures induisent d’importants changements dans la
composition en lipides des membranes. En effet, les plantes modifient les types de
lipides ainsi que leur degré de saturation afin de préserver la fluidité membranaire et
d’empécher les dommages membranaires induits par le gel (Nishida and Murata,
1996 ; Uemura and Steponkus, 1994). Les stress thermiques entrainent une
augmentation de la concentration des corps dissous intracellulaires (Grondin, 2008) et
une synthése d’osmoprotecteurs et de sucres pour conserver leur osmolarité. Les

osmoprotecteurs sont des composés solubles, neutres au pH physiologique et non




22

toxiques 'a fortes concentrations (Grondin, 2008). Ils sont produits par tous les

organismes (McNeil ez al., 1999 ; Yancey et al., 1982).

Le phénomeéne d’acclimatation au froid provoquerait également une
" augmentation du contenu en sucres chez plhsieurs espéces (Chen and Li, 1982 ;
Grondin, 2008 ; Perras and Sarhan, 1984 ; Siminovitch, 1982 ; Trunova, 1982). 1l fut
démontré par Perras et Sarhan que les contenus en sucres solubles, sucres réducteurs
et adénosine triphosphate (ATP) étaient plus élevés chez le blé d’hiver (tolérance plus
élevée au gel) que chez le blé de printemps pendant I’acclimatation au froid (Perras
and Sarhan, 1984). Certains de ces composés sont supposés stabiliser les membranes
et les protéines durant 1’acclimatation au froid (Guy, 1990). Le blé d’hiver, avec une
accumulation de sucres et d’ATP, a un statut énergétique plus élevé que le blé de
printemps. Cela pourrait permettre la synthése de substances protectrices de nature
protéique, glycoprotéique ou lipidique qui auraient pour effet d’augmenter la
tolérance des membranes au gel. L’accroissement de la concentration en sucres
contribue avec d’autres composés a I’augmentation de 1’osmolarité intracellulaire, ce
qui conduit & I’abaissement du point de congélation et a la protection de la cellule
végétale contre le gel intracellulaire (Cadieux et al., 1988 ; Grondin, 2008). Les
polyols tels que le mannitol, le D-onnitol, I’inositol et le sorbitol sont des alcools
dérivés de sucres étroitement liés a ces derniers et capables d’imiter la structure de
’eau en maintenant une sphére artificielle d’hydratation autour des macromolécules
(Bartels and Nelson, 1994). IIs constituent donc une autre classe de composés avec
activités osmoprotectrices (Grondin, 2008). Lors de stress environnementaux, les
plantes augmentent la synthése d’antioxydants tels que le glutathion (GSH), la
vitamine C (ascofbate), la vitamine E (tocophérol) ainsi que des enzymes
antioxydantes telles que la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase
(GPx), la glutathion réductase (GR), I’ascorbate peroxydase (APX) et la catalase
(Grondin, 2008 ; Noctor and Foyer, 1998). Une augmentation marquée du contenu en

protéines a été constatée pendant I’acclimatation au froid chez de nombreuses espéces
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ayant la capacité de développer une tolérance au gel (Grondin, 2008 ; Guy, 1990 ;
Hughes and Dunn, 1996 ; Thomashow, 1990). Ces protéines s’accumulent dans
plusieurs cas a des niveaux plus élevés chez les variétés tolérantes au gel, ce qui
suggére qu’elles pourraient justement étre impliquées dans le développement de la

tolérance au gel (Grondin, 2008).

Les plantes, limitées par le facteur mobilité, doivent redoubler d’efforts et
d’ingéniosité afin de s’adapter aux conditions abiotiques imposées (température et
hygrométrie) par leur environnement immédiat (Grondin, 2008). Le froid entraine
généralement une inhibition du développement des plantes, que ce soit pour la
germination, la floraison ou la formation des fruits. Certaines plantes sont toutefois
parvenues a développer des mécanismes leur permettant d’obtenir une tolérance plus
élevée au froid. L’acclimatation au froid se fait en deux étapes. On observe tout
d’abord une adaptation des plantes aux basses températures et ensuite une acquisition
de la tolérance au gel. Une telle acclimatation entraine de multiples modifications
physiologiques et biochimiques, lesquelles résultent en des changements dans

I’expression de certains génes.

1.11.2 Les protéines de tolérance au gel

Bien que le DMSO offre une bonne protection lors de la cryoconservation, il
comporte toutefois des limitations, notamment sa toxicité. Il existe plusieurs
cryoprotecteurs naturels, dont des protéines de tolérance au gel (FTP) chez certaines
plantes, insectes et poissons qui peuvent étre utiles lors de la cryoconservation. On
note, entre autres, les protéines issues du blé d’hiver telles que les WFTPs (Wheat

Freezing Tolerance Proteins), les déhydrines (DHN), les lipocalines et les IRIPs (Ice
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Recrystallization Inhibition Proteins). Plusieurs protéines associées a la résistance au

gel ont été découvertes dans le laboratoire du Dr. Fathey Sarhan.

Lors de travaux antérieurs dirigés par les laboratoires du Dr. Sarhan et du Dr.
Averill, des extraits de protéines de blé, les WPEs (Wheat Protein Extracts), dont un
extrait partiellement purifié avec du sulfate d’ammonium ou de ’acétone (SulWPE
ou AcWPE) et des protéines recombinantes associées a la tolérance au gel chez le blé
(WCS120, WSC19, WCOR410, TaTIL et TalRl-2) ont déja été utilisés avec succes
pour cryoconserver des hépatocytes (Grondin, 2008). La viabilité des hépatocytes
était d’ailleurs excellente avec 20 mg d’extrait partiellement purifié au sulfate
d’ammonium (SulWPE a 60% et 80% de saturation donne une viabilité respective de
82,64% et de 84,34%).

La congélation avec les extraits précipités a l'acétone, a raison de 20 ou 40 mg
d'AcWPE, avait donné des viabilités de l'ordre de 77.32 et 84.95 %, respectivement
(Grondin, 2008) contre 66,93% avec le DMSO. Les protéines partiellement purifiées
ont également permis un meilleur maintien de 1’adhésion et des fonctions
hépatospécifiques (I’adhésion 3 heures post décongélation des cellules
cryoconservées avec AcWPE et SulWPE était de 76 % contre 65 % avec DMSO et de
70% pour les AcWPE et SulWPE 24 heures plus tard contre 50% pour le DMSO)
(Grondin, 2008). Dans un premier temps, ces extraits (bruts, purifiés ou protéines
recombinantes) ont été utilisés pour cryoconserver une lignée cellulaire pancréatique,
les INS832/13. Une fois le protocole optimisé avec la lignée cellulaire, ces mémes
extraits pourront étre utilisés afin de cryoconserver des ilots de Langerhans. Les
mécanismes impliqués dans ces effets protecteurs ne sont pas entiérement élucidés et

devront également faire I’objet d’investigations futures.
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1.11.3 Les protéines inhibitrices de la recristallisation de la glace

Les protéines antigel AFP (Anti-Freeze Proteins) sont un groupe de protéines
structurellement hétérogenes. Elles sont capables de modifier la structure des cristaux
de glace (Raymond and DeVries, 1977) et d'inhiber la recristallisation de la glace
(Knight et al., 1988). Cette inhibition est la capacité des AFPs a limiter la croissance
des cristaux de glace a des températures inférieures a zéro (Knight et al., 1984), d'ou
l'appellation protéines inhibitrices de la recristallisation de la glace (IRIP). Des
protéines IRIPs ont été retrouvées dans une grande variété d'organismes qui doivent
se protéger contre des dommages causés par le gel, y compris plusieurs plantes,
insectes, poissons, mycetes et bactéries (Crevel et al., 2002 ; Doucet et al., 2002).
Chez le blé, nous avons entre autres deux protéines 7aIRI-1 et TaIRI-2 codées par les
génes TalRI-1 et TalRI-2 (Triticum aestivum Ice Recrystallization Inhibition)
respectivement qui sont activés pendant |’acclimatation au froid chez les espéces
tolérantes. TalRI-2 est un géne régulé a la hausse pendant I’acclimatation au froid
chez les céréales tolérantes au gel (Grondin et al., 2009b ; Sidebottom et al., 2000 ;
Tremblay et al., 2005). Son produit est une protéine apoplastique qui a une fonction
extracellulaire chez le blé en inhibant la croissance des cristaux de glace (Tremblay et
al., 2005). 11 a été émis que la capacité de la protéine TaIRI-2 a inhiber la croissance
de cristaux de glace au niveau extracellulaire pourrait aussi diminuer la formation de
glace au niveau intracellulaire, ce qui pourrait également contribuer & la survie et a la

protection de la membrane plasmatique pendant la cryoconservation d’hépatocytes.

1.11.4 Les déhydrines

Les déhydrines sont les protéines de stress les plus abondantes et elles sont
induites dans les plantes lors de stress tels que la sécheresse, le gel et la salinité.

Parmi les déhydrines retrouvées dans le blé, nous avons WCS120 et WCOR410. La
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protéine WCSI120 étant trés hydrophile, permettrait de fournir un
microenvironnement propice aux protéines et d’ainsi réduire la dénaturation résultant
de la perte de molécules d'eau (Jaenicke, 1991). La teneur élevée de WCS120 dans le
noyau cellulaire indique que cette protéine peut étre importante pour la protection de
la machinerie transcriptionnelle. Elle pourrait enrober les protéines cellulaires
essentielles et les protéger contre les changements conformationnels ou contre
I’agglomération pendant la congélation ou la déshydratation (Grondin et al., 2009b ;
Houde et al., 1995). L'effet cryoprotecteur de ces protéines pourrait étre lié a leur
accumulation au niveau des tissus vasculaires pendant l'acclimatation au froid. Leur
présence dans ces tissus pourrait jouer un réle important dans la survie de cette région

critique requise pour la reprise de croissance (Houde et al., 1995).

WCOR410, pour sa part, agirait comme protéine stabilisatrice de la membrane
plasmique (Danyluk et al.,, 1998). Ses propriétés, son abondance et sa localisation
suggérent une implication dans la cryoprotection de la membrane plasmique durant la
congélation (Danyluk et al., 1998). Il fut également proposé que WCOR410 joue un
réle en empéchant la déstabilisation de la membrane plasmique qui se produit
pendant les conditions de déshydratation liées a .la congélation, et pourrait étre un
facteur déterminant pour la résistance des cellules a la congélation. Les protéines
telles que WCOR410 possédent un contenu élevé en acides aminés acides, basiques et
hydroxylés, lesquels peuvent interagir avec des lipides membranaires, tels que
différents phospholipides, des cérébrosides et des stérols. Si une molécule de
WCOR410 était capable de se lier a plusieurs especes de lipides en méme temps, ceci
pourrait servir de base pour empécher la désorganisation lipidique qui se produit
pendant la déshydratation. Les déhydrines acides comme WCOR410 pourraient avoir
une implication dans la conservation de l'eau ou directement remplacer 1'eau pour la

solvatation de la membrane (Danyluk ez al., 1998).




23

1.11.5 Les lipocalines

Un autre exemple de protéine de tolérance au gel présente chez Triticum
aestivum est TaTIL (Triticum aestivum Temperature Induced Lipocaline). C’est une
lipocaline ancrée a la membrane qui s'accumule dans les tissus de blé lors d'un stress
au froid (Frenette Charron et al., 2002). Le niveau d'expression de TaTIL est corrélé
avec la capacité des plantes & développer une tolérance au gel. Les contraintes
thermiques sont connues pour induire des blessures aux membranes. Les lipocalines
ancrées a la membrane (Blc, ApoD, Lazarillo et possiblement TaTIL et AtTIL)
semblent toutes €tre exprimées en réponse aux conditions qui entrainent des stress
aux membranes, ce qui suggere un réle biologique dans la biogénése des membranes
et la réparation dans des conditions de stress graves (Frenette Charron et al., 2002).
Les lipocalines sont des petites protéines de structure tertiaire simple possédant la
capacité de lier de petites molécules généralement hydrophobes (Levesque-Tremblay
et al., 2009). Ces protéines ont la particularité de lier des ligands et elles présentent
des similarités dans leur structure primaire, secondaire et tertiaire ainsi que dans leur
mode d'action (Flower, 1996 ; Pervaiz and Brew, 1985). Les lipocalines sont les
enzymes principales du cycle des xanthophylles qui sont responsables de la
protection contre les dommages photo-oxydants (Bugos ef al., 1998). Charron et al.,
2002 ont démontré que le niveau d'ARNm de TaTIL augmente lors de I'exposition a
de hautes et basses températures. Or, il est connu que le niveau d'expression de TaTIL
est corrélé avec la capacité des plantes & développer une tolérance au gel. Elle
pourrait également étre impliquée dans le transport de stérol & la membrane en

réponse au stress (Demel and De Kruyff, 1976).
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1.11.6 Protéines abondantes tardives de I’embryogénése du groupe 3 ou « Late

Embryogenesis Abundant Protein, Group 3 »

Une autre classe de protéines présentes chez le blé ainsi que chez plusieurs
plantes et animaux sont les protéines LEA3-like qui peuvent étre classifiées en tant
que petites (groupes LEA3-L1 et LEA3-L2) et grandes protéines (groupe LEA3-L3).
Ces protéines possédent un peptide signal pour les chloroplastes ou les
mitochondries. Les protéines LEA3-like sont ainsi prévues pour étre transloquées

dans les organelles. Cela suppose donc que leurs propriétés et fonctions aient pu

évoluer pour fonctionner dans un environnement spécifique aux organelles. En

conditions de stress, il est important de protéger les chloroplastes et les mitochondries
afin de maintenir la production énergétique cellulaire. Bien que l'on ait observé une
activité cryoprotective de WCS19 (LEA3-L2) chez le blé, son mode d'action n'est pas
encore complétement élucidé. Nous possédons peu d’information sur les fonctions de
WCS19, mais celle-ci semblerait jouer un role dans I’amélioration de la tolérance a la
congélation (Grondin et al., 2009b ; N'Dong et al., 2002). Elle pourrait interagir avec
des lipides ou des protéines spécifiques dans la membrane ou le stroma des

chloroplastes (N'Dong et al., 2002).

1.12 Hypothése de travail et objectifs

Hypothése
1) Des extraits de protéines induites par le froid chez le blé d’hiver auraient
le potentiel d’améliorer la viabilité et les fonctions biologiques des cellules

INS832/13 cryoconservées.
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Objectif général

L’objectif général consiste en la mise au point d’un milieu de congélation
d’une lignée cellulaire pancréatique (INS832/13) en ayant recours a une nouvelle
technologie de cryoconservation utilisant des protéines végétales issues du blé (WPE)
et en I’étude des mécanismes des effets cryoprotecteurs de ces protéines de blé. Ce
protocole a déja été appliqué avec succes pour la cryoconservation d’hépatocytes de
rats et nous croyons que cette technique nous permettra de cryoconserver
efficacement les cellules INS832/13 en augmentant la viabilité post décongélation de
celles-ci et la récupération de leurs fonctions métaboliques de base (sécrétion C-
peptide, sécrétion d’insuline, etc.). Les avantages potentiels de cette technique sont :
’efficacité, la capacité d’entreposage a long terme, la récupération d’une grande
quantité de cellules saines avec le maintien de leur intégrité biologique et de leurs

activités métaboliques et I’absence de toxicité comparativement au DMSO.
Objectifs spécifiques

Objectif 1 : Développement d’un médium optimal de cryoconservation a partir d’un

extrait de protéines de blé.

Objectif 2 : Détermination de ses effets sur la viabilité et |’intégrité métabolique des

cellules INS832/13 cryoconservées.

1.13 Modéles biologiques

L’utilisation en biochimie et en recherche moléculaire de cellules B de culture
primaire humaine est limitée par la disponibilité des tissus pancréatiques endocrines
(Poitout and Robertson, 1996). 1l est également pertinent de mentionner que les ilots

peuvent se dégradent rapidement suivant 1’isolation. En effet, les réponses sécrétoires
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au glucose et ses potentiateurs commencent a décliner dans les heures qui suivent
I’isolation des ilots et leur maintien en culture tissulaire (Hohmeier et al., 2000).
Ainsi une lignée cellulaire qui répond de fagon stable a des sécrétagogues pertinents
physiologiquement pourrait étre utile pour définir les mécanismes impliqués dans la
régulation de la sécrétion d’insuline, lesquels pourraient éventuellement conduire au
développement de nouvelles substances pharmaceutiques pouvant traiter le diabéte.
Par ailleurs, une lignée cellulaire pouvant imiter fidélement la fonction des ilots
pancréatiques normaux pourrait servir de substituts pour les ilots dans la thérapie de

transplantation pour le diabéte de type I.

Meéme si le comportement de ces lignées cellulaires sécrétrices d’insuline (ex :
INS832/13) ne mime pas parfaitement la physiologie des cellules primaires f, elles
demeurent des outils précieux pour 1’étude des événements moléculaires étant a la
base des fonctions et dysfonctionnements des cellules B (Bhathena et al., 1980).
Plusieurs lignées de ce type furent développées & partir d’insulinome transplantable

de rat induit par rayon X (Chick et al., 1977).

Les études de cryoconservation ont été effectuées avec des cellules
INS832/13. Cette lignée nous a été fournie par 1’équipe du Dr. Prentki (Centre du
diabéte de Montréal et Université McGill) et elle est une lignée INS-1 modifiée
(Figure 1.3). La lignée cellulaire parentale INS-1 est utilisée en laboratoire afin de
mieux comprendre les mécanismes biochimiques impliqués dans la régulation de la
sécrétion d’insuline. Elle sert de modéle pour les mécanismes de signalisation
métabolique dans les cellules. Elle est capable de sécréter de I’insuline en réponse a
des concentrations de glucose dans un intervalle physiologique. Cependant, I’ampleur
de la réponse est bien moindre que celle observée chez des ilots de rats fraichement
isolés. La sécrétion d’insuline augmente de 2 a 4 fois en réponse au glucose chez les
cellules INS-1 laquélle est nettement inférieuré a celle qui est réalisable avec des ilots

primaires fraichement isolés qui peut étre de 15 fois (Hohmeier et al., 2000).
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La lignée modifiée INS832/13 provient des cellules parentales INS-1
transfectées avec un plasmide contenant le gene de I’insuline humaine sous le
contrdle d’un promoteur de cytomégalovirus et un géne de résistance a la néomycine.
Cette souche a été sélectionnée car elle faisait partie des clones qui répondaient
fortement a la stimulation au glucose. Les cellules INS832/13 possédent un
phénotype qui évolue avec le temps. Le phénotype le plus intéressant pour la

production d’insuline se situe entre les passages 54 et 65.

Les cellules ont été maintenues en culture dans des flacons BD (Becton
Dickinson) (5 x 10° cellules/flacon) avec du RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute medium) dit complet, i.e., supplémenté avec 10 mM d’HEPES (Hydroxyethyl
Piperazineethanesulfonic Acid), 10% de SVF (sérum de veau fcetal) inactivé par la
chaleur, 2 mM de L-glutamine, 1 mM de sodium pyruvate et 50 pM de B-

mercaptoethanol).

Figure 3 : Cellules INS832/13 (image tirée de nos travaux, 150X)
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1.14 Protocole optimisé de cyroconservation pour la lignée cellulaire INS832/13

Nous avons procédé a 1’adaptation d’un milieu de cryoconservation utilisant
des protéines de blé (Hamel et al., 2006) et ayant déja fait ses preuves avec des
hépatocytes pour la lignée cellulaire pancréatique INS832/13. Initialement, la
cryoconservation des cellules a été effectuée par 1’ajout, dans le milieu de culture, de
protéines de blé (extraits bruts purifiés avec de I’acétone) et des protéines suivantes,
WCS120 et TalRI et a été comparée avec la méthode au DMSO. Les protéines
recombinantes efficaces pour la cryoconservation des hépatocytes n’ont pas bien
fonctionné avec les cellules INS832/13. Cela explique, entre autre, pourquoi une
méthode spécifique a du étre développée afin de cryoconserver les cellules
INS832/13. Le mélange optimisé de cryoconservation (détails décrits dans la partie 5,
résultats de 1’article) pour les cellules INS832/13 consiste en un milieu contenant des
protéines de plantes et des composantes telles que la lécithine, du glycérol et du n-
méthylpyrrolidone (Grondin et al., 2013). Ces derniéres composantes avaient non
seulement pour but d’améliorer le milieu de cryoconservation des cellules INS832/13
mais leurs ajouts avaient également pour but de se débarrasser des protéines de blé
adhérées aux cellules apres décongélation afin d’augmenter leur efficacité d’adhésion

au substrat.

Les cellules INS832/13 possédant une capacité de sécrétion d’insuline ont été
conservées en culture en flacon et ont été cryopréservées soit (0,75 x 106 cellules/mL)
avec des protéines de plantes, soit avec 10% de DMSO et 50% de SVF. Les cellules
fraiches ont servi de témoins. Les cryotubes contenant les cellules INS832/13 ont été
congelés a -80°C pour une journée a un taux de congélation de 1°C/min dans des
contenants a congélation contr6lée (Nalgene, Rochester, NY) et ont ensuite été
transférés dans 1’azote liquide jusqu’a utilisation (au minimum 7 jours). Les cellules

furent décongelées rapidement dans un bain & 37°C en agitant doucement. Selon les
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tests effectués, elles furent soit remises en culture dans du RPMI avec amphotéricine,

soit elles ont subi une série de lavage et de centrifugation afin d’€étre mises en plaques

pour des tests métaboliques.

La viabilité et la morphologie ont été déterminées chez les cellules fraiches et
cryopréservées apres 0, 24 et 48 heures en culture. La viabilité a ét€ évaluée par
cytométrie en flux avec un double marquage au Sytox green et a |’iodure de
propidium (Reader et al., 1993). La morphologie des cellules INS832/13 et leur
capacité a former des monocouches en culture (plateability) ont été évaluées par

microscopie en contraste de phase.

Des tests de métabolisme ont été effectués sur les cellules cryoconservées, de
méme que sur les cellules fraiches afin de tester leurs fonctions biologiques et
pancréatiques. Les tests consistaient essentiellement en la sécrétion d’insuline et de
C-peptide aprés stimulation au glucose mesurée par ELISA; du captage de glucose et
I’expression de Glut 1, 2,3 (Glucose Transporter) par qRT-PCR (Quantitative Real
Time Polymerase Chain Reaction). La sécrétion d’insuline et de C-peptide sont les
deux paramétres qui sont vérifiés en premier et qui permettent de déterminer si les

cellules conservent leurs fonctions métaboliques.
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2.1 Résumé

Le diabéte représente une épidémie globale affectant 285 millions de personnes a
travers le monde. Pour les patients sévérement atteints du diabéte de type I, la
transplantation d’un pancréas ou celle d’ilots de Langerhans est la seule option
thérapeutique possible. La transplantation d’ilots de Langerhans a pour principal
probléme le faible taux d’ilots fonctionnels disponibles et connait également des
limitations dans les procédures de cryoconservation. Ainsi, I’amélioration des
procédures de cryoconservation est nécessaire afin d’augmenter la disponibilité d'tlots
fonctionnels pour des applications cliniques. C’est dans cette optique qu’un protocole
de cryconservation de cellules pancréatiques a 1’aide de protéines issues du blé qui
s’accumulent naturellement dans des plantes tolérantes au froid fut mis au point. Une
préincubation des cellules avec 1% de lécithine 1% de glycérol 1% de N-
méthylpyrrolidone suivie par une cryoconservation avec des protéines partiellement
purifiées issues du blé a amélioré la viabilité et les - propriétés de sécrétion de
I'insuline des cellules INS832/13, comparativement & la cryoconservation avec 10%
de diméthylsulfoxyde (Me2SO). Le principal facteur qui a augmenté I’effet
cryoprotecteur de la formulation de protéines de blé a été la pré-incubation avec une
substance lipidique, la lécithine. Les profils d’expression des génes impliqués dans
les fonctions métaboliques et de signalisation des cellules pancréatiques (Ins,
Glutl/2/3, Pdxl, Regla) étaient similaires entre les cellules fraiches et celles
cryoconservées avec cette formulation de protéines de plantes. Cette nouvelle
technologie basée sur I’utilisation des plantes, laquelle est non toxique et ne contient
aucun matériau animal est une alternative prometteuse au Me;SO pour la

cryoconservation des cellules pancréatiques sécrétrices d’insuline.

Mots-clé : cryconservation; protéines de plantes; viabilité; cellules béta du pancréas;

lipides; sécrétion d’insuline
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2.2 ABSTRACT

Diabetes is a global epidemic that affects about 285 million people worldwide. For
severely-ill patients with type I diabetes, whole pancreas or islet transplantation is the
only therapeutic option. Islet transplantation is hindered by the scarce supply of fresh
* functional islets and limitations in cryopreservation procedures. Thus, improved
cryopreservation procedures are needed to increase the availability of functional islets
for clinical applications. Towards this goal, this work developed a cryopreservation
protocol for pancreatic cells using proteins that accumulate naturally in freezing-
tolerant plants. A preincubation of cells with 1% lecithin-1% glycerol-1% N-
methylpyrrolidone followed by cryopreservation with partially purified proteins from
wheat improved the viability and insulin-secreting properties of INS832/13 cells,
compared to cryopreservation with 10% dimethyl sulfoxide (Me2SO). The major
factor that enhanced the cryoprotective effect of the wheat protein formulation was
preincubation with the lipid lecithin. Expression profiles of genes involved in
metabolic and signaling functions of pancreatic cells (Ins, Glutl/2/3, Pdxl, Regla)
were similar between fresh cells and those cryopreserved with the plant protein
formulation. This novel plant-based technology, which is non-toxic and contains no
animal material, is a promising alternative to Me;SO for cryopreservation of insulin-

secreting pancreatic cells.

Key words: cryopreservation; plant protein; viability; pancreatic beta-cells; lipid,

insulin secretion
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2.3 INTRODUCTION

Diabetes, the world’s 4th leading cause of death, is a global epidemic that affects an
estimated 285 million people worldwide (Caﬁadian Diabetes Association, 2012;
www.diabetes.ca). With 7 million new cases diagnosed worldwide each year, the total
number of people affected is expected to reach 438 million by 2030. There are two
main types of diabetes: type I and type II. Approximately 10% of diabetics have type
I diabetes while 90% are afflicted with type II diabetes. Type II diabetes can often be
controlled by lifestyle management, whereas juvenile onset type I diabetes is an
unpreventable disease that requires daily insulin injections. The causes of type I
diabetes are unknown, but genetic and environmental factors appear to be involved. It
is an autoimmune disease that results in the destruction of insulin-secreting beta cells
of the Islets of Langerhans. This renders the pancreas unable to produce insulin and
results in glucose accumulation in the blood, which leads to multiple health problems.

Life expectancy for people with type I diabetes may be shortened by about 15 years.

There is no cure for type I diabetes and treatment with insulin is often not sufficient
to prevent long-term complications of the disease such as blindness, cardiovascular
disease, stroke, nerve problems and kidney disease. For severely-ill patients,
alternative therapies involve the transplantation of either whole pancreas or Islets of
Langerhans (Kabelitz et al., 2008 ; Russ and Efrat, 2011 ; Shapiro et al., 2006 ;
Warnock and Rajotte, 1992). Islet transplantation is preferred over organ
transplantation because it is less invasive and safer. However, a major limitation is
that islet transplantation requires a large number of human islets (usually from two or
three donors), which are in scarce supply. The long-term storage of islets in cell and
tissue banks is therefore essential for transplantation, blood type and
histocompatibility matching, testing of viability, sterility and islet function, as well as

transportation to distant sites. Cryopreservation is one of the options for long-term
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storage of islets. However, currently used islet cryopreservation protocols are
suboptimal since they use toxic chemicals such as dimethyl disulfoxide (Me2SO),
which cause extensive loss of islet mass (~50% survival) and inhibit glucose-induced
insulin secretion (McKay and Karow, 1983b ; Rajotte, 1999 ; Taylor and Baicu, 2009
; Warnock et al., 1994).

To find more effective and less toxic alternatives to Me»SO, scientists have long
considered using natural substances produced by organisms that survive freezing
conditions, such as freezing tolerant hardy plants. To ensure survival, several hardy
plants have evolved efficient . mechanisms to tolerate extreme freezing winter
conditions. Hardy winter wheat varieties are inheritably more freezing tolerant
compared to their less hardy, spring counterparts, even without exposure to the
inductive low temperatures. This is due to the presence of substances known to
protect plants against cold and freezing stresses, such as freezing tolerance associated
proteins, antifreeze proteins (AFPs) , sugars (glucose, fructose, sucrose and
trehalose), glycine betaine (an organic osmolyte), antioxidants, and pflenolic

compounds (reviewed in (Thomashow, 1999)).

To mimic the strategy of nature that winter hardy wheat use to tolerate freezing, we
developed a novel protocol using soluble proteins from winter wheat plant extracts
(WPE) as a cryopreservative agent for mammalian cells. WPEs from winter wheat
were shown to efficiently cryopreserve primary cultures of rat hepatocytes (Grondin
et al., 2008 ; Hamel et al., 2006). In view of the promising results obtained for
hepatocytes, it was therefore of interest to test the efficacy of these plant proteins for
cryopreservation of other cell types. Given that cells and tissues are complex and
dynamic structures with a wide range of morphological, biochemical and
physiological characteristics, customized cryopreservation strategies need to be
designed for each biological system to ensure maximum cell viability and functional

capacity. This study investigates the ability of a mixture of winter wheat proteins to
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cryopreserve insulin-secreting INS832/13 pancreatic cells, while allowing them to
maintain their metabolic functions. Lipids appear to play a beneficial role in
cryoprotection (Graham and Foote, 1987b ; Holovati et al., 2009); therefore we
determined whether plant-derived lipids could enhance the cryoprotective effect of

plant proteins.

2.4 MATERIALS AND METHODS

2.4.1 Preparation of Plant Protein Extracts

Winter wheat plants (Triticum aestivum L. cv Clair) were germinated and grown in
water-saturated vermiculite for 10 days at 20$C, 70% relative humidity, and a 16 h
photoperiod under an irradiance of 100 pmol m? sec’!. Partially purified wheat
protein extracts (WPE) were prepared as described previously (Grondin et al,
2009a), except that overnight precipitation of proteins with acetone was performed.

Protein integrity was validated and quantified by SDS-PAGE.

2.4.2 Cell Culture

The insulin-secreting INS832/13 cell line (kindly provided by Dr Marc Prentki,
Montreal Diabetes Centre) was used in this study. This cell line was generated by
transfection of INS-1 cells to stably express the human proinsulin gene (Hohmeier et
al., 2000). The INS-1 cell line was established from cells isolated from an X-ray-
induced rat transplantable insulinoma (Asfari ez al., 1992). INS-1 cells retain a high
degree of differentiation, and they stably mimic the function of B cells within the
normal pancreatic Islets of Langerhans. INS832/13 cells exhibit markedly enhanced
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and stable responsiveness to glucose compared to INS-1 cells. INS832/13 cells
(passages 30-70) were grown in monolayer in tissue culture plates in RPMI-1640
medium (pH 7.4) supplemented with 10 mM HEPES, 10% heat-inactivated fetal
bovine serum (FBS Premium; Wisent, Montreal QC, Canada), 2 mM L-glutamine, 1
mM sodium pyruvate, 50 pM p-mercaptoethanol (thereafter called «complete
RPMly) at 37°C and 5% CO:z in a humidified atmosphere. The doubling time of
INS832/13 cells is around 100 h and these cells are passaged every 8 days (Hohmeier
et al., 2000). At 80% confluence, cells were washed twice with PBS and detached
using trypsin-EDTA (Sigma, St. Louis MO, USA). After centrifugation, the pellet

was resuspended in complete RPML

2.4.3 Cell Cryopreservation

Cells (0.75 x 10°) were aliquoted into cryovials in 0.5 mL of complete RPMI without
antibiotics, and then supplemented with the WPE (Grondin et al., 2008). Cells
cryopreserved with 10% Me;SO-50% FBS served as a reference, and complete RPMI
without antibiotics as a negative control. For optimization of the cryopreservation
protocol, cells were also preincubated for 1 h at 37°C with mixtures of lipids
(lecithin, glycerol, glycerin) and/or N-methylpyrrolidone (NMP) at 1% each (see
figures for details), before addition of the WPE. When present, the final
concentrations of lecithin, glycerol, glycerin- and NMP in the cryopreservation
mixture were 0.4% (except for Fig. 2.2). The rationale for using these substances is
described in the Results section. The WPE was resuspended in ice-cold RPMI
medium before addition to the cell suspension. Tubes containing cells were frozen at
a cooling rate of 1°C/min in a freezing container ("Mr. Frosty"; Nalgene, Rochester
NY, USA) in a -80°C freezer for 24 h, and then transferred to liquid nitrogen for at

least 7 days prior to thawing. Frozen cells were thawed quickly by gentle agitation in
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a 37°C water bath and then analyzed for viability, cellular functions and gene

expression.

2.4.5 Cell Viability

Viability was determined immediately after thawing by staining cells with 9 M
SYTOX Green (Molecular Probes, Eugene OR, USA) in RPMI medium for 5 min.
SYTOX Green is a nucleic acid stain that readily enters cells with compromised
cytoplasmic membranes. Cells (10,000) were analyzed by flow cytometry (excitation
at 488 nm) using a FACScan (Becton Dickinson, Oxford, UK). The number of cells
showing green fluorescence was determined with the Cell Quest software (Becton

Dickinson).

2.4.6 Cell Adhesion

For adhesion, thawed cell suspensions were washed twice with cold PBS containing
0.1% Tween-20 (unless otherwise specified; see Tables S2 and S3) and centrifuged at
1,500g for 2 min at 4°C. Cells (3.75 x 10°) were then plated and cultured in 6-well
culture dishes in complete RPMI medium containing 100 U/mL penicillin, 100
ug/mL streptomycin and 2.5 ng/mL amphotericin B. Cell adhesion was observed 48 h
after plating in dishes using an Eclipse Ti 3000 inverted microscope (Nikon,
Montreal QC, Canada) with a 40X Hoffman objective. In general, cells were either
adherent on plastic dishes or completely non-adherent (-) where they floated in the
culture medium. Adhesion was qualified as strong, medium or weak for degrees of

confluence of 100%, 75% and 50%, respectively.
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2.4.7 Cellular Morphology

Thawed cells were washed and cultured for 1 and 14 days on poly-D-lysine-coated
coverslips. Morphology was evaluated by microscopy and photographs were

analyzed using ImageJ software (National Institutes of Health, USA).

2.4.8 Glucose-Induced Insulin and C-Peptide Secretion

Thawed cells were washed and cultured for 5 and 14 days prior to secretion tests. The
14-day time point refers to cells that had been passaged only once after thawing. Cells
were incubated in complete RPMI with low glucose (1 mM) for 2 h in 48-well plates.
They were washed and preincubated for 1 h in Krebs-Ringer bicarbonate buffer
containing 10 mM HEPES pH 7.4 (KRBH) and 0.07% bovine serum albumin (BSA).
Cells were then incubated in fresh KRBH containing 1 mM or 15 mM glucose for 1
h. The concentrations of insulin (Nolan et al., 2006) and C-peptide (Omori et al.,
2007) released into the media were determined by ELISA (Mercodia, Salem, NC,
USA), following the manufacturer’s instructions. DNA was extracted using phenol-
chloroform and quantified by spectrophotometry. Values were normalized to the
DNA content (ng insulin/ug DNA and pmol C-peptide/ug DNA), and then glucose-
induced stimulation was calculated as the 15 mM/1 mM ratio for both insulin and C-

peptide release.

2.4.9 Glucose Uptake

Cells were thawed and washed, and then cultured in RPMI medium deprived of
serum and glucose for 2 h in 96-well plates, and then preincubated for 2 h in KRBH.
The glucose uptake assay was initiated by replacing the KRBH with 200 pl of KRBH
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containing 0.4 pCi of 2-deoxy-[*H]-D-glucose (Perkin-Elmer, Woodbridge ON,
Canada) (Lecavalier and Mackillop, 1985). As a negative control, 20 pM of
cytochalasin B was added to the assay medium. After 15 min, transport was blocked
by washing the cells 3 times with ice-cold PBS containing 1 pM cytochalasin B. The
cells were solubilized with 0.4% SDS and the radioactivity was detected using a
liquid scintillation counter (Tri-Carb 2800TR, PerkinElmer, Shelton, CT, USA). The
net values for glucose uptake were obtained by subtracting the non-specific uptake in
the presence of cytochalasin B. Results are expressed as pmol [*H]-D-glucose/ug
DNA/min.

2.4.10 RNA Extraction and Semi-quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted from cells using the RNeasy Mini Kit and reverse
transcribed using the Omniscript RT Kit (QIAGEN‘, Mississauga ON, Canada).
Primers used for gene expression analysis are given in Table S1. The resulting
cDNAs were PCR-amplified for 35 cycles with specific primers for 18S rRNA,
insulin (/ns), regenerating islet-derived 1 alpha (Regla), pancreatic and duodenal
homeobox 1 (Pdxl), and glucose transporters 1, 2 and 3 (Glutl, Glut2, Glut3).
Control amplifications of RT reactions performed without reverse transcriptase

confirmed that there was no DNA contamination in the RNA samples.

2.5 Statistical analysis

Comparison between groups and analysis for differences between means of control
and treated groups were performed using ANOVA followed by the Bonferroni post-
hoc test (P<0.05 significance level). '
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2.6 RESULTS

2.6.1 Wheat protein extracts can efficiently cryopreserve INS832/13 cells

The cryopreservation efficacy of the WPE was evaluated in insulin-secreting
INS832/13 cells and compared to the classical cryopreservant Me2SO. We first
confirmed that the WPE was non-toxic to fresh (non-cryopreserved) cells. This was
shown by the lack of adverse effects on glucose-induced insulin secretion properties
after 30 min of incubation of cells with the WPE (Fig. 2.7). Subsequently, the
cryoprotective ability of the WPE was determined by measuring cell viability. Post-
thaw viability increased as a function of protein concentration from 0.5 to 20 mg of
WPE proteins/7.5 x 10° cells (Fig. 2.1). Viability of cells cryopreserved with the
WPE at 5 mg of protein/7.5 x 10° cells was about 70% and equivalent to that of cells
cryopreserved with Me>2SO (10% Me,SO-50% FBS). At a higher concentration of the
WPE (20 mg protein/7.5 x 10° cells), viability was similar to that of fresh cells
(>90%). When BSA was tested as an alternative protein for cryopreservation (20
mg/7.5 x 10° cells), post-thaw viability was very low (<10%), indicating that high cell
viability following cryopreservation with the WPE is specific to the wheat proteins
(Fig. 2.1). The viability of cells cryopreserved with RPMI medium alone, without
proteins, was also very low (<10%) (Fig. 2.1). An important factor for
cryopreservation of cells for clinical purposes is to avoid animal products for
biosafety reasons. These results show that wheat proteins can effectively and
specifically maintain high viability in insulin-secreting cells during cryopreservation

without animal serum or Me;SO.

In addition to high post-thaw viability, an important factor for assessing the
efficiency of a cryopreservation protocol is whether cells are able to resume their

normal metabolic activities once back in culture. Adhesion is critical for allowing
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cells to resume their growth and to perform metabolic activities. However, fewer
INS832/13 cells (~25% compared to fresh cells) were able to adhere to culture dishes
following cryopreservation with the WPE, in contrast to 10% Me2SO (~50%) (data
not shown). The loss of cell adhesion had an important impact on insulin-secreting
properties, which is a key metabolic function in pancreatic cells. Indeed, there was a
pronounced 3 to 5-fold decrease in glucose-induced insulin secretion in cells
cryopreserved with the WPE, compared to fresh and Me2SO-cryopreserved cells (data
not shown). Observations by microscopy revealed that after thawing, the wheat
proteins appeared to form a gel-like matrix that coated the cell’s plasma membrane.
The coating gave cells a blurry ap;;earance and irregular shape (Fig 2.2A), compared
to cells thz;t were cryopreserved with MexSO (Fig 2.2B). This matrix resisted
extensive washing with PBS and likely explains the low cell adhesion. To improve
adhesion properties in INS832/13 cells cryopreserved with the WPE, numerous
procedures were tested to remove the membrane coating. These procedures, which
included washing cells post-thaw with different buffers, enzymes or detergents (Table
S2), and preincubation of cells with different plant oils prior to cryopreservation with
the WPE (Table S3), did not remove the protein coating. We subsequently tested

other procedures with lipids.

2.6.2 Preincubation with lipids prevents membrane protein coating and

improves post-thaw viability and adhesion of INS832/13 cells

To improve cryopreservation properties of the WPE, the next approach that was
" tested to prevent the membrane protein coating involved preincubating pancreatic
cells with lipids such as lecithin, glycerol and glycerin (plant-derived glycerol).
Several concentrations of these substances were tested, with or without the WPE (Fig.
2.3). Post-thaw viability was low (<10%) in cells that were preincubated with 0.25%

to 1% glycerol or glycerin prior to cryopreservation (without the WPE). In contrast,
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post-thaw viability was high in cells cryopreserved with lecithin alone, at 48% to
90% for 0.25% to 1% lecithin, respectively. Addition of the WPE (5 mg) for low
temperature storage caused a pronounced increase in post-thaw viability of cells that
had been preincubated with glycerin or glycerol (Fig. 2.3). The highest viability was
obtained when cells were preincubated with 1% lecithin, and then cryopreserved
either with or without the WPE (5 mg) (Fig. 2.3). In addition, preincubation with each
of these lipid substances partially prevented protein coating of membranes and
allowed increased adhesion of cells (about 50%). Despite the high viability with 1%

lecithin, metabolic function was suboptimal (see next section).

Subsequently, combinations of lecithin and glycerol or glycerin were tested with the
WPE to determine if they could improve post-thaw viability and metabolic functions.
Post-thaw viability of cells was improved by more than 25 to 30% when INS832/13
cells were preincubated for 1 h with 1% lecithin prior to cryopreservation with the
WPE (Fig. 2.4). Viability was similar to that of fresh cells (>90%, no significant
difference), and significantly higher than that of Me,SO-cryopreserved cells (approx.
75%). Moreover, the addition of glycerol or glycerin (1% each) to lecithin in the
preincubation mixture provided an advantage by preventing the protein coating, and
consequently, cell adhesion was restored to about 100%. Therefore, the best
cryopreservation medium for INS832/13 cells consisted of 5 mg of WPE protein/7.5
x 10° cells, preincubated for 1 h with a combination of 1% lecithin and 1% glycerin

(Fig. 2.4).

Curiously, post-thaw viability (Fig. 2.4) and stimulation ratios for glucose-induced
insulin secretion (Fig. 2.5A) were significantly lower for the lecithin-glycerol-WPE
mixture compared to the lecithin-glycerin-WPE mixture for cryopreservation of
INS832/13 cells. This discrepancy was puzzling, given that glycerin and glycerol
have the same molecular structure. However, glycerin is produced from plants and its

synthesis involves a trans-esterification step, while glycerol is of animal origin and its
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synthesis requires a saponification step. We verified whether a by-product generated
during synthesis of either of these two compounds could be responéible for the
difference in metabolic activity. A GC/MS analysis revealed that glycerin contains
similar proportions (approx. 50:50) of glycerol and the by-product N-
methylpyrrolidone (NMP). We next determined whether NMP could be beneficial
during cryopreservation. When cells were preincubated with 1% NMP alone, post-
thaw viability was low (<5%) (Fig. 2.4). However, high viability (>90%) was
obtained when cells were preincubated for 1 h with a combination of lecithin-
glycerol-NMP (1% each), and was equivalent to that of the lecithin-glycerin mixture
and of fresh cells (Fig. 2.4). This suggests that the NMP contaminant was
contributing to the cryoprotective effect of glycerin. Furthermore, when cells were
preincubated with the lecithin-glycerol-NMP mixture prior to cryopreservation (Fig.
2.2 C), there was no protein coating and after 1 or 14 days in culture. The
morphology of these thawed cells more closely resembled fresh cells (Fig. 2.2 D),
compared to cells that were cryopreserved with the WPE alone (Fig. 2.2 A) or with
Me;SO (Fig. 2.2 B). Given that glycerol is more readily available than natural

glycerin, further experiments were carried out using glycerol and NMP.

2.6.3 Metabolic functions are maintained in INS832/13 cells cryopreserved with

the optimized WPE formulation

For pancreatic cells, key metabolic functions include glucose-induced secretion of
insulin and C-peptide, and glucose uptake. Therefore, stimulation ratios for glucose-
induced insulin and C-peptide secretion were determined in thawed INS832/13 cells
after 5 and/or 14 days in culture. Stimulation ratios for glucose-induced insulin
release on day 14 were significantly lower (P < 0.001) in cells cryopreserved with the

WPE following preincubation with lecithin alone or combined with glycerol or NMP,
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compared to fresh cells (Fig. 2.5A). However, the highest stimulation ratios for
insulin release were obtained in cells that were preincubated with the combinations
lecithin-glycerol-NMP or lecithin-glycerin, prior to cryopreservation with the WPE
(Fig. 2.5A). These stimulation ratios were not significantly different from the ratio in
fresh cells, and were significantly higher (P < 0.001) than that in Me:SO-
cryopresefved cells. For release of C-peptide, the optimal stimulation ratio occurred
in cells that were preincubated with lecithin-glycerol-NMP, prior to cryopreservation.
with the WPE, and there was no significant difference from fresh cells (Fig. 2.5B).
These higher stimulation ratios for insulin and C-peptide were due to an increase in
the glucose-induced rates, whereas the basal rates did not change (data not shown).
Glucose uptake was functional in cells that were cryopreserved either with the WPE
following preincubation with lecithin-glycerin, or with 10% Me;SO-50% FBS (Fig.
2.8). Levels of glucose uptake were not significantly different when compared to

fresh cells.

2.6.4 Expression of key genes associated with pancreatic functions is comparable

between fresh cells and those cryopreserved with the WPE formulation

- We also determined whether cryopreservation with the WPE could alter the
expression of key genes associated with B-cell metabolism and function: Glutl,
Glut2, Glut3, Ins, Pdxl and Reglca. Glut genes encode for glucose transporters
expressed in B cells. These include glucose transporter 1 (GLUT1), responsible for
basal glucose uptake, GLUT2, a low affinity glucose transporter, and GLUT3, a high
affinity transporter (Khan and Pessin, 2002). Preproinsulin, the primary translation
product of the insulin gene (/ns), is a precursor that is processed to proinsulin, which
underéoes proteolytic cleavage to produce insulin and C-peptide (Bugos et al., 1998).

In response to insulin, increased expression of the gene encoding the transcription
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factor pancreas and duodenal homeobox-1 (Pdx1) occurs. This transcription factor is
important for survival and differentiation of B cells (Prentki and Nolan, 2006) and
primarily acts by up-regulating the transcription of several B cell-specific genes,
including Ins and Glut2 (Demel and De Kruyff, 1976). The regenerating islet-derived
1 alpha (Regla) gene encodes a protein that is associated with the regeneration of
pancreatic islets (Grankvist et al., 1981). Data from semi-quantitative RT-PCR show
that at day 14 post-adhesion, there were no significant differences in the expression
levels of all six genes between fresh cells and those that were cryopreserved with the
WPE (following preincubation with lecithin-glycerol-NMP) or with 10% Me2SO-
50% FBS (Fig. 2.6).

2.7 Discussion

Overall, our cellular, biochemical and molecular analyses show that the plant-based
cryopreservation formulation maintains cell viability, adhesion and metabolic
functions following ultra-low temperature storage of insulin-secreting cells. Our
optimised cryopreservation protocol for INS832/13 cells involves a two-step
procedure that is based on the preincubation of 7.5 x 10° cells with a mixture of
lecithin-glycerol-NMP (1% each) or lecithin-glycerin for 1 h at 37°C followed by the
addition of 5 mg of WPE and immediate cryopreservation. The preincubation with
the mixture has the added benefit that the quantity of wheat proteins required for

cryopreservation could be decreased from 20 mg to 5 mg per 7.5 x 10° cells.

During initial cryopreservation experiments, the plant proteins coated the cell
membrane, which interfered with cell adhesion and glucose-induced insulin secretion
in thawed cells. The decrease in glucose sensitivity due to cell membrane coating is

likely explained by blocked access of glucose to glucose transporters. Glucose-
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induced insulin secretion was functional when cells were incubated with the WPE at
37°C, indicating that this membrane coating only occurred during freezing of the
proteins. During the freezing of a protein in solution, there are rapid increases in
concentrations of solutes due to ice formation, and changes in pH and protein
dehydration, which can cause a decrease in protein stability due t6 denaturation or
changes in folding (Pikal-Cleland et al., 2000). Therefore, it appears that freezing
may modify the plant proteins, causing them to become gel-like and to adsorb
strongly to membranes of INS832/13 cells. Another explanation could be changes in
membrane structure and fluidity that arise during freezing (Arav et al., 1996), which

could render the membrane more susceptible to adhesion by the wheat proteins.

The protein membrane-coating phenomenon observed for INS832/13 cells did not
occur during cryopreservation of hepatocytes with the WPE. However, these are two
very different cellular systems. The hepatocytes are primary cultures of cells isolated
from liver, whereas INS832/13 is a continuous cell line that can be maintained in
culture after adherence in dishes. Hepatocytes are differentiated cells that have a
polarized nature (Arterburn et al, 1995). Compared to cell lines, the hepatocyte
membrane is less uniform and composed of several domains: apical (or canicular) and
basolateral (lateral and sinusoidal). These domains have different biochemical
compositions including different membrane receptors and enzymes. Hepatocytes are
cuboidal, have numerous microvilli, and specialized junctions and bile canaliculi
form within the membranes of adjacent cells. The reason for this difference in protein

membrane coating between hepatocytes and INS832/13 cells remains unknown.

The WPE was previously reported to successfully cryopreserve primary cultures of
hepatocytes, which exhibited high viability, good adhesion, and retained hepato-
specific functions such as albumin secretion and induction of cytochrome P450
(CYP) isoenzymes (Grondin et al., 2009a, 2009b ; Grondin et al., 2008). Due to

membrane coating, the cryopreservation protocol developed for hepatocytes was
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modified for INS832/13 cells to avoid interference with adhesion and metabolic
functions. This modified protocol with the lipid mixture improved the cryoprotective
effects of the WPE by preventing adsorption of wheat proteins to the membrane, thus
allowing cells to adhere to culture plates and maintain their metabolism and gene
expression post-thaw. This plant-based protocol was more effective than Me,SO for

cryopreservation of insulin-secreting cells.

Cryopreservation-induced damage to cells appears to involve multiple mechanisms
(Baust et al., 2001 ; Karlsson and Toner, 1996). The formation of intracellular ice is
known to cause damage during freezing of many different cell types (Karlsson et al.,
1993). Membrane damage and physical cell rupture that occur during
cryopreservation have been attributed to intracellular ice crystal formation and
increased solute levels. Moreover, extracellular ice can cause mechanical stress as

well as cellular deformation (Karlsson and Toner, 1996).

The fundamental mechanisms involved in the cryoprotective effect of the wheat
protein formulation are unknown. This is particularly difficult to establish since the
principle component of the WPE, following partial purification by acetone, is a
mixture of numerous proteins. It is likely that multiple mechanisms are involved,
conferred mainly by the different plant proteins, but lecithin, glycerol and NMP also
contribute. In addition, we do not know if these proteins can enter cells. Proteins are
relatively large macromolecules and it seems unlikely that the wheat proteins would
cross the cytoplasmic membrane; therefore, they are likely to exert their
cryoprotective effects at the extracellular level. In general, soluble proteins are able to
associate with membrane phospholipids through hydrophobic interactions
(Kimelberg, 1976), although these could be somewhat diminished by association of
low (1%) levels of lecithin with the membrane. It is possible that some of the plant
proteins in the WPE possess properties that confer cryoprotective effects by

stabilizing the cell membrane against freeze-induced injury, thus lessening physical
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damage to the membrane due to the accumulation of extracellular ice. This
mechanism has been described for cells of plants subjected to freezing (Thomashow,
2001). The WPE made from winter wheat contains many different proteins including
basal levels of different freezing tolerance associated proteins such as dehydrins (e.g.
WCS120, WCS19, WCOR410) and antifreeze proteins (AFPs; e.g. TaIRI-2)
(unpublished observations). Dehydrins are thought to coat vital cellular proteins and
protect them against conformational changes or agglomeration under conditions of
stress such as freezing (Houde et al., 1995). AFPs such as TqIRI-2 can inhibit growth
of ice crystals at the extracellular level, thus protecting the plasma membrane during
freezing (Tremblay et al., 2005). Other proteins in the WPE are very likely involved
in the cryoprotective effect, but their identity remains to be determined. The
advantages of using a natural plant-based technology for cell cryopreservation, as an
alternate to Me»SO, is that the protein extracts are non-toxic and contain no gluten or -

animal material.

Interestingly, antifreeze proteins from fish have been tested as cryoprotectants.
Synthetic analogues of C-linked antifreeze glycoprotein (C-AFGP), which has
antifreeze function in deep sea Teleost fish, were shown to be an alternative to
Me:2SO for the cryopreservation of human embryonic liver cells (Leclere et al., 2011).
A synthetic galactose-lacking fish AFGP analogue (syAFGP) improved pancreatic
islet recovery post-cryopreservation as well as glucose-stimulated insulin secretion,
when combined with Me>SO and 10% fetal calf serum (FCS) (Matsumoto et al.,
2006). The fish antifreeze protein type III (AFP III) was reported to inhibit the ice
nucleation process by adsorbing onto the surfaces of both ice and foreign (e.g. dust)
particles (Du et al., 2003). The adsorption of AFPs onto the surface of ice caused a

similar effect on both the formation (nucleation) and growth kinetics of ice crystals.

The major factor that improved the cryoprotective effect of the WPE was

preincubation with low levels of lecithin. Lecithin is a phospholipid that is composed
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of glycerol, two fatty acids, choline and a phosphate group. The fatty acid
corhponents in lecithin can vary, in terms of the number of carbon atoms they contain
and their saturation level. Lecithin will associate with phospholipids in the cell
membrane through non-covalent hydrophobic interactions and will likely form a
protective layer around cells. These lipid-lipid interactions appear to diminish the
association between. plant proteins and the cell membrane, thus preventing the
membrane coating effect, and at the same time allow the proteins to provide
cryoprotection, probably by decreasing extracellular ice formation. Several other
studies have reported a role for lipids in cryoprotection. Liposomés were reported to
stabilize membranes during freezing and thawing of bull sperm (Graham and Foote,
1987a) and red blood cells (Holovati et al., 2009). In particular, unsaturated lipids
such as 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine .(DOPC) were protective. It
appears that liposomes can alter membranes by promoting cholesterol-lipid exchange
(Stoll et al, 2011). Cholesterol depletion causes several alterations in physical
propérties of membranes including increased fluidity and permeability for hydrophilic
solutes (Kimelberg, 1978).

Interestingly, there was no difference in cell viability between 1% lecithin alone or
combined with the WPE. However, although the WPE did not provide any added
benefit with regard to viability following cryopreservation, the WPE did provide
significant improvement to glucose-induced secretory function relative to 1% lecithin
alone. It should be noted that viability was measured with SYTOX Green, which
detects cytoplasmic membrane integrity but does not indicate the metabolic state of
cells. Cells can suffer metabolic and functional damage even though the membrane is
intact. Our data suggest that lecithin is protecting the cytoplasmic membrane against
damage during cryopreservation, whereas the presence of plant proteins is also
required to protect the metabolic function of cells, likely through multiple

mechanisms as discussed above.
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Glycerol is a highly viscous endogenous cryoprotective agent found in plants and
insects that endure cold environments (Brisson et al., 2001 ; Pegg, 2002). It decreases
the amount of body water that freezes at a given temperature, thus preventing
excessive cellular dehydration (Baust and Lee, 1981 ; Storey and Storey, 1992).
Glycerol has been commonly used as a colligative cryoprotectant that penetrates cells
(Polge et al., 1949), generally at high concentrations of 5 to 30%. It binds to water
molecules by forming strong hydrogen bonds and cryoprotects cells mainly by
preventing intracellular icé formation (Rall et al, 1978 ; Storey et al., 1998). For
INS832/13 cells, glycerol was used at low concentrations that did not cryoprotect
cells when used alone, but good cryoprotection was obtained when combined with

lecithin and NMP as a preincubation mix before the addition of plant proteins.

NMP, which was found to be a contaminant in plant-derived glycerin, is a
biodegradable polar aprotic solvent that has strong solubilisation properties. It has
been used as a cryoprotectant in microbiology and its cryoprotective activity was
similar to that of glycerol and MexSO in E. agerogenes (Nash et al.,, 1963). The
structural analogue polyvinylpyrrolidone (PVP) has been used commonly in both
cryomicrobiology and general cryobiology (Hubalek, 2003). PVP is cell-impermeable
and was shown to reduce damaging effects of intracellular ice formation during
cryopreservation of adipose tissue derived adult stem cells (Guha and Devireddy,

2010). The cryoprotective mechanism of NMP is not known.

Current cryopreservation protocols for Islets of Langerhans are suboptimal and
survival is only about 50% (Taylor and Baicu, 2009). Pancreatic islets are patches of
endocrine tissue that consist of clusters of cells. They contain several different cell
types, the most common being the insulin-secreting 3 cell. Important differences exist
between individual insulin-secreting cells and pancreatic islets. Islets are separated

from other pancreatic tissue by a thin connective tissue, and have intrinsic mass
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transport limitations. They are highly vascularized organs and require a steady supply
of nutrients and oxygen, as well as the removal of metabolites and secreted hormones.
Should the coating of islets by the plant proteins occur during cryopreservation, there
may be less interference with metabolic functions compared to individual insulin-
secreting cells. Our future work will evaluate whether this non-toxic, natural plant-
based formulation could provide an alternative technology for improving the
cryopreservation of pancreatic islets, albeit a more complex system than insulin-

secreting cells.
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Figure 2.1 A wheat protein extract (WPE) can replace Me:SO as a
cryoprotectant for INS832/13 cells. Cells were cryopreserved for 7 days with
different concentrations of WPE, or with 10% Me>SO-50% FBS (Me2SO) or RPMI
or 20 mg BSA. Fresh cells served as control. Cells cryopreserved in complete RPMI
culture medium, without proteins, served as negative control. Post-thaw viability was
determined with SYTOX Green by flow cytometry. Data (mean + SEM) represent
measurements of at least 3 different preparations of WPE tested on 3 independent cell
preparations. *** (P<0.001) indicates a significant increase in viability between cells
cryopreserved with WPE versus those with Me;SO.
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Dayl Day 14
A) WPE
B) Me,SO
C) LECITHIN-
GLYCEROL-NMP +
WPE
D) FRESH

Figure 2.2 Morphology of fresh and cryopreserved INS832/13 cells. Cells were
cryopreserved for 7 days with (A) 5 mg of WPE, or (B) 10% Me250-50% FBS
(MezS0), or (C) were preincubated for 1 h with lecithin, glycerin or glycerol (1%
each) prior to cryopreservation with 5 mg of WPE. (D) Fresh cells served as control.
Due to lower adherence, larger quantities of cells cryopreserved with the WPE alone
were plated on coverslips. Cellular morphology was visualized by microscopy
(magnification 150X) after 1 day and 14 days of culture of thawed cells.
Enlargements (further 5X) are shown for individual cells after 1 day of culture.
Photographs are from one representative experiment, which was repeated at least
three times.
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Figure 2.3 Viability of INS832/13 cells cryopreserved with WPE is enhanced by
preincubation with lipids. Cells were preincubated for 1 h with lecithin, glycerin or
glycerol at the indicated concentrations prior to cryopreservation with or without 5
mg of WPE for 7 days. Post-thaw viability was determined with SYTOX Green. Data
(mean + SEM) represent measurements of at least 3 different preparations of WPE
tested on 3 independent cell preparations. 4 A A (P<0.001) indicates significant
increases between cells cryopreserved with WPE versus those without WPE, for each
lipid at each concentration.
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Figure 2.4 Viability of INS832/13 cells cryopreserved with WPE is enhanced by
preincubation with lipid-containing mixtures. Cells were preincubated for 1 h with
different combinations of lecithin, glycerol, glycerin and/or NMP (1% each) prior to
cryopreservation with or without 5 mg of WPE for 7 days. Cells were also
cryopreserved, without preincubation, with WPE alone or 10% Me2SO-50% FBS
(Me2S0). Post-thaw viability was determined with SYTOX Green. Data (mean +
SEM) represent measurements of at least 3 different preparations of WPE tested on 3
independent cell preparations. A (P<0.05) and A A A (P<(0.001) indicate a significant
increase between cells cryopreserved with WPE versus those without WPE, for each
lipid or mixture. *** (P<0.001) indicates a significant increase between cells
cryopreserved with WPE versus those with Me,SO. 00O (P<0.001) indicates a
significant increase for cells cryopreserved with lecithin-glycerin-WPE versus those
with lecithin-glycerol-WPE. 000 (P<0.001) indicates a significant increase between
cells cryopreserved with WPE-lipid mixtures versus those with WPE alone.
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Figure 2.5 Pancreas-associated metabolic activities are enhanced in INS832/13
cells cryopreserved with WPE and lipid-containing mixtures compared to
Me2S0. Cells were preincubated for 1 h with different combinations of lecithin,
glycerol and/or NMP (1% each) prior to cryopreservation with or without 5 mg of
WPE for 7 days. Cells were also cryopreserved with 10% Me;SO-50% FBS
(Me3S0). To eliminate traces of lecithin prior to plating and culture, thawed cells
were washed immediately with 0.1% Tween-20 in PBS (pH 7.4). After thawing, cells
were plated and allowed to adhere for 2 days, and then tested at days 5 and 14 post-
adhesion. Glucose-induced secretion of insulin (A)-and C-peptide (B) were quantified
by ELISA and results expressed as the 15 mM/1 mM glucose stimulation ratio. Data
(mean + SEM) represent duplicate measurements of at least 3 different preparations
of WPE tested on 3 independent cell preparations. Stimulation ratios in fresh cells are
shown at day 14 and were similar to those at day 5. *** (P<0.001) indicates a
significant increase between cells cryopreserved with WPE versus those with Me;SO.
eee (P<0.001) indicates significantly lower insulin secretion for cells cryopreserved
with different WPE-lipid combinations compared to the optimal WPE-lecithin-
glycerol-NMP mixture.
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Figure 2.6 Expression levels of genes associated with pancreatic metabolic
functions in INS832/13 cells cryopreserved with the WPE formulation are
similar to those of fresh cells. Cells were preincubated for 1 h with different
combinations of lecithin, glycerol and/or NMP (1% each) prior to cryopreservation
with 5 mg of WPE for 7 days. Cells were also cryopreserved with 10% Me2SO-50%
FBS (Me:xSO). Fresh cells served as control. The levels of mRNA expression of
genes for preproinsulin (Ins), regenerating islet-derived 1 alpha (Reg/A), pancreatic
and duodenal homeobox 1 (Pdx/) and glucose transporters 1, 2 and 3 (Glutl, -2, -3)
were determined by semi-quantitative RT-PCR. Data (means £ SEM) represent
duplicate measurements of at least three different preparations of WPE tested on 3
independent cell preparations. There were no significant differences between fresh
and cryopreserved cells (P>0.05).
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2.10 FIGURE FOR SUPPLEMENTARY DATA
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Figure 2.7 WPE does not affect insulin secretion of INS832/13 cells. Fresh cells (5
x 10* cells) were preincubated with or without 10% Me2SO or 0.25 mg of WPE for
30 min. Cells were then plated and allowed to adhere for 24 h. Glucose-induced
insulin secretion was determined by ELISA and expressed as the 15 mM/1 mM
glucose stimulation ratio. Data (means + SEM) represent triplicate measurements of
at least three different preparations of WPE. There were no significant differences
between fresh and cryopreserved cells (P>0.05).
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Figure 2.8 Glucose uptake in INS832/13 cells cryopreserved with WPE and a
lipid mixture is similar to fresh cells. Cells were preincubated for 1 h with a
mixture of lecithin and glycerin (1% each) prior to cryopreservation with 5 mg of
WPE for 7 days. Cells were also cryopreserved with 10% Me2SO-50% FBS
(Me2SO). Cells were tested for glucose uptake using [*H]-2-deoxy-glucose. Data
(means = SEM) represent quadruplicate measurements of at least three different
preparations of WPE. There were no significant differences between fresh and
cryopreserved cells (P>0.05).
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Supplementary Table S1: Primers used for gene expression analysis using semi-

quantitative RT-PCR

Gene Forward primer Reverse primer

185 rRNA aaacggctaccacatccaag cctccaatggatcctegtta
Ins cagcacctttgtggttctca cagtgccaaggtctgaaggt
ReglA ccagaaggttccaatgecta cagagaggccagaaagttge
Pdx1 gctggagcetggagaaggaat cgttgtcccgetactacgtt
Glutl ctttgtgtctgecgtgctta cacatacatgggcacaaagc
Glut2 getggaagaagegtatcagg aatcctgattgcccagaatg
Glut3 ctccgttgtectecagttgt gctccaccaggaacagagag
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Supplementary Table S2: Different buffers used to wash cells cryopreserved

with WPEs immediately after thawing

Wash buffer

PBS: 150 mM NaCl, 3.8 mM NaH,POs, 16.2 mM Na;HPO, pH 7

PBS-KCI: 140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na,HPOs4, 1.8 mM KH>POs, pH 7
10% BSA in PBS, pH 7.4

200 mM sodium citrate, pH 5.5

200 mM sodium bicarbonate, pH 9.2

10 mM ascorbic acid in PBS, pH 7.4

10 mM Tris-sulfate, pH 7.4

10 mM Tris-HCI, 10 mM Na-EDTA, 0.5 mM EGTA, pH 8.0

10 mM Tris-HCI, 10 mM Na-EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.1 % Tween-20, pH 8.0
150 mM Tris-HCI, 2.5 mM sucrose, 1% BSA, pH 7.4

0.1% polyvinylpyrrolidone in PBS, pH 7.4

0.25% trypsin-EDTA in PBS, pH 7.4

5 pg/ml proteinase K in 20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.4

0.1% pepsin in PBS, pH 7.4

0.01% pronase in PBS, pH 7.4

50 units/ml neuraminidase in PBS, pH 7.4

1 mg/ml collagenase in PBS, pH 7.4

0.05% NP-40 in PBS, pH 7.4

0.05% SDS in PBS, pH 7.4 i

0.05% saponin in PBS, pH 7.4

0.1% Tween-20 in PBS, pH 7.4 Note: optimal washing buffer for INS832/13 cells

Following cryopreservation with WPEs for 7 days, INS832/13cells were suspended in 14 ml of indicated
buffers and centrifuged at 1,500g for 5 min before plating in dishes in complete RPMI medium. Cells were
observed for adherence and propagation in culture by microscopy, 48 h after plating.




Supplementary Table S3: Influence of different oils on adherence and cell

membrane protein coating of cells cryopreserved with WPEs or Me2SO
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Cryoprotectant Cell viability (%) Cell adherence Cell coating
Fresh 100 Strong -
Me:SO 65.49 Medium -
WPE 67.44 ‘Weak Yes
Mineral 0il-WPE 80.81 - -
Nut 0il-WPE 87.20 - -
Peanut 0il-WPE 92.18 - -
Sunflower 0il-WPE 91.80 - -
Olive 0il-WPE 15.76 - -
Spearmint-WPE 19.82 - -
Cotton seed o0il-WPE 12.47 - -
Clove 0il-WPE 59.68 - -
Mineral 0il-Me2SO 76.92 - -
Nut 0il-MezSO 78.14 - -
Peanut 0il-Me;SO 76.70 - -
Sunflower oil-Me2SO 90.Z3 - -
Olive oil-Me;SO 88.81 - -
Spearmint-Me; SO 63.85 - -
Cotton seed 0il-Me;SO 58.80 - -
Clove 0il-Me>SO 65.46 - -

Cells were pre-treated with different oils (0.5, 1 or 5%) before the addition of WPEs (5 mg)
or 10% Me;SO. Immediately after thawing, cells were washed with 14 ml of PBS and
centrifuged at 1,500g for 5 min before plating in dishes in complete RPMI medium. Cells
were observed for adherence and membrane protein coating by microscopy, 48h after
plating. Data are presented for 0.5% oil, and were similar with 1 or 5% oil.
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CONCLUSION ET PROSPECTIVES

Plusieurs études ont démontré que 1’utilisation de cryoprotecteurs comme le
DMSO, le 1,2-propanediol et le glycérol entraine une toxicité biochimique et
osmotique. La toxicité biochimique pourrait provenir d’interactions entre les
cryoprotecteurs et les protéines membranaires, enzymatiques et cytosquelettiques
ainsi qu’avec les microfilaments et les microtubules (Grondin, 2008). On peut réduire
la toxicité biochimique sans I’éliminer complétement en minimisant le temps de
contact avec le cryoprotecteur. La toxicité osmotique se manifeste, quant a elle, lors
de Il’ajout et du retrait du cryoprotecteur. Elle s’observe notamment aprés la
déconggélation, lors du retrait des substances cryoprotectrices. La cellule incorpore un
cryoprotecteur pendant la congélation et lorsqu’elle est ensuite placée dans un milieu
privé de cryoprotecteur, elle voit son volume augmenter par une entrée massive
d’eau, cela peut aller jusqu’a son éclatement (Grondin, 2008 ; Meryman, 1966). Ces
deux types de toxicité entrainent des pertes non négligeables de la viabilité des

cellules post décongélation.

11 est également connu que lors de la cryoconservation, les cellules subissent
des stress notoires. En effet, les méthodes communes de cryoconservation sont
susceptibles d’engendrer des dommages cellulaires. Ainsi, les cellules subissent des
stress a presque toutes les étapes, depuis leur détachement, en passant par la
dissociation en cellules individuelles ou petits groupes de cellules et pendant la
centrifugation avant d’étre aliquoté dans les cryovials. Les cellules doivent ensuite
étre placées dans le milieu de congélation, lequel contient bien souvent un ou
plusieurs agents cryoprotecteurs pouvant endommager de fagon osmotique les
cellules et/ou introduire une toxicité directement liée aux agents cryoprotecteurs.

Pendant le refroidissement & des températures sous zéro, les membranes cellulaires
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subissent une phase de transition des lipides, laquelle, si elle est suffisamment rapide,
peut induire des blessures dues au froid. Ces faits concernent surtout les lignées
cellulaires. Les stress sont quelque peu différents lorsque 1’on aborde des cultures

primaires telles les hépatocytes ou ilots de Langerhans.

Pendant la congélation, la viabilité des cellules peut aussi étre compromise par
la formation de glace intracellulaire si le refroidissement se produisant dans la gamme
entre 0°C et -70°C est trop rapide ou si la vitesse de congélation est trop lente car les
cellules rétrécissent tandis que la molalité en phase liquide augmente et que les
températures chutent. Ce rétrécissement est ~éventuellement létal. Pendant
I’entreposage, les cellules peuvent subir un cyclage thermique causé par le levage et
la réimmersion dans le contenant de cryoconservation quand les échantillons dans le
méme contenant sont récupérés. Les cellules doivent étre décongelées dans des
conditions optimales (décongélation rapide a 37°C pendant moins d’une minute pour
minimiser la formation de glace intracellulaire pendant le processus de
réchauffement, dilution lente avec le milieu de culture approprié pour ne pas induire
un choc osmotique causé par la présence de DMSO ou autre cryoprotecteur diffusible
lequel diminuerait la survie des cellules par sa toxicité en prenant soin d’éviter toute
contamination, centrifugation des cellules, récupération du culot et resuspension de ce
dernier dans le milieu de culture pertinent & la lignée cellulaire utilisée, etc.) afin de
prévenir le choc osmotique. Pour plusieurs types cellulaires, la vitesse de
décongélation doit idéalement correspondre a la vitesse de congélation. Les cellules
décongelées sont généralement remises en culture et peuvent subir une mort rapide
(i.e, nécrotique) aprés avoir été incapables d’adhérer au substrat tandis que les
cellules qui ont adhéré peuvent devenir apoptotiques (Katkov er al., 2011). La
capacité d’adhérer au substrat de culture post décongélation est une fonction capitale
pour de nombreuses lignées cellulaires et certaines cultures primaires, c’est le cas des
hépatocytes. Cela peut avoir un réle trés important pour d’éventuelles applications

cliniques comme la transplantation. A titre d’exemple, les hépatocytes doivent
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pouvoir s’attacher a I’endothelium hépatique sinusoidal dans le foie pendant le
processus de greffe (Grondin et al., 2009a ; Terry et al., 2006). Toutefois, la capacité
d’adhésion n’est pas un facteur critique pour toutes les cultures primaires. En effet,
les ilots de Langerhans ne nécessitent pas de pouvoir adhérer a un substrat post-
décongélation. Il importe donc de continuer a développer de nouvelles méthodes de
cryoconservation avec moins d’effets toxiques et adaptées aux divers types

cellulaires.

De ce fait, la méthode de cryoconservation suggérée et étudiée ici, basée sur
les protéines de blé, s’est avérée efficace pour les hépatocytes et pour la.lignée
cellulaire pancréatique INS832/13 (formule légérement modifiée) et elle pourra
éventuellement étre appliquée, modifiée et optimisée avec des ilots de Langerhans ou
d’autres systémes cellulaires. En effet, 1’élaboration d’une méthode de
cryoconservation moins toxique pour les ilots pancréatiques a 1’aide de protéines
végétales permettrait possiblpment de récupérer un grand nombre d’ilots intacts et de
conserver I’intégrité biologique et les fonctions pancréatiques endocrines de ces
derniers. Ce pourrait étre une avenue fort intéressante pour la médecine (ex : patients
souffrant du diabéte de type I, de mucoviscidose ou de pancréatite aigue chronique).
Une telle technique posséderait, de fagon générale, sans doute moins d’impacts
négatifs pour les cellules et permettrait la création de banques de cellules pour

ultérieurement traiter un plus grand nombre de patients.

Il est également pertinent de rappeler que nous avions émis comme hypothése
que les extraits de protéines induites par le froid chez le blé d’hiver allaient avoir le
potentiel d’améliorer la viabilité et les fonctions biologiques des cellules INS832/13
cryonconservées. Lors de nos premiers essais, 1’extrait de protéines induites n’a pas
démontré une meilleure efficacité de cryoconservation que 1’extrait de protéines non
induites. Nous savons que les extraits de protéines induites ou non induites avaient eu

le méme effet de cryoprotection chez les hépatocytes. Quant aux résultats obtenus
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avec les cellules INS832/13, I’extrait de protéines non induites au froid conjugué a
I’ajout de glycérine, lécithine et NMP pour les raisons explicitées dans I’article a
démontré des propriétés de cryoconservation treés intéressantes. Les mécanismes
fondamentaux impliqués dans I’effet cryoprotecteur de la formulation de protéines de
blé (WPE) demeurent inconnus a ce jour. Des études plus poussées devront d’ailleurs
étre effectuées afin de pouvoir les élucider. Il est difficile d’établir quels sont les
processus responsables de cet effet cryoprotecteur car I’extrait de blé utilisé, suivi
d’une purification partielle a I’acétone, est un mélange de nombreuses protéines. Il est
donc probable que plusieurs mécanismes sont en jeu ici et il existe sans doute une
action synergique entre les différents composés de la formulation. La lécithine, le
glycérol et le NMP contribuent également a cette protection et les hypothéses quant a
leur mode de fonctionnement respectif ont été abordées dans I’article. Les protéines
de I’extrait étant relativement larges, nous ne savons pas si celles-ci peuvent pénétrer
a l’intérieur des cellules. Il semble toutefois peu probable qu’elles puissent franchir la
barriere cytoplasmique. Ainsi, il est possible qu’elles exercent leurs effets
cryoprotecteurs au niveau extracellulaire. Nous avons expliqué dans la partie
discussion de I’article les mécanismes possibles par lesquels certaines protéines de
I’extrait de blé (WPE) peuvent conférer un effet cryoprotecteur. Les extraits du blé
d’hiver contiennent de nombreuses protéines différentes incluant des niveaux de base
de plusieurs protéines associées a la tolérance au gel telles que les déhydrines
(WCS120, WCS19, WCOR410) et des protéines antigel (AFP, i.e., TalRI-2). Les
déhydrines sont considérées comme pouvant potentiellement enrober les protéines
cellulaires vitales et les protéger contre des changements de conformation ou
I’agglomeération sous des conditions de stress telle que la congélation (Houde et al.,
1995). La protéine TaIRI-2 peut inhiber la croissance de cristaux de glace au niveau
extracellulaire, protégeant ainsi la membrane plasmatique pendant la congélation
(Tremblay et al., 2005). D’autres protéines de [’extrait sont fort probablement
impliquées dans I’effet cryoprotecteur mais leur identité reste a déterminer. Il sera

pertinent de poursuivre les tests avec les extraits de protéines induites par le froid et
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de comparer les résultats avec ceux obtenus a partir de I’extrait de protéines non
induites par le froid. Dans le méme ordre d’idée, est-ce que des extraits protéiques de
blé de printemps pourraient avoir des effets similaires ? Des études
d’immunodétection sur les extraits protéiques utilisés lors de cette étude pourraient

étre effectuées afin de vérifier la présence de protéines de tolérance au gel.

Dans le but d’identifier les protéines possédant une activité cryoprotectrice,
les fractions des protéines de plante avec une plus grande activité pourraient €tre
digérées avec de la trypsine, séparées par chromatographie en deux dimensions (2D-
LC) et ensuite analysées par spectrophotométrie de masse en tandem (MS/MS). Les
analyses MS/MS générent des informations de séquengage de novo qui peuvent €tre
comparées avec des séquences disponibles de protéine dans des bases de données
publiques, permettant I’identification basée sur I’homologie des protéines présentes
dans les mélanges. Des données préliminaires obtenues par des analyses
protéomiques indiquent qu’un extrait soluble de WPE partiellement extrait par sulfate
d’ammonium est riche en protéines régulées par le froid, en chaperonines, en
antioxydants, en phénylalanine ammonia-lyase (PAL), en énolase, en protéines de
liaisc;n a ’ARN et en plusieurs protéines inconnues. Des analyses supplémentaires

sont requises afin de confirmer ces résultats et pour identifier d’autres protéines.

Les protéines recombinantes devront également étre testées. Nous émettons
l’hypofhése que les protéines recombinantes du blé et les protéines des plantes, en
addition avec leur fonction en tant que protéines structurantes de la glace et agents
stabilisants de la membrane, pourraient agir en procurant un effet antioxydant et une
protection anti-apoptotique des cellules INS832/13 et éventuellement des flots durant

la cryoconservation.

Peu d’études existent actuellement sur les ERO (espéces réactives de

’oxygéne) et la cryoconservation des flots de Langerhans ou des cellules
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pancréatiques. Ce sera donc une avenue a approfondir une fois que le protocole de
cryoconservation a base de protéines de blé sera optimisé aux filots. Beaucoup
d’études ont cependant été effectuées sur la présence des ERO imputées a la
cryoconservation dans d’autres systémes comme le sperme. Les ERO agissent comme
d’importants facteurs contribuant a la mort et au dysfonctionnement des ilots de

pancréas (Kanitkar and Bhonde, 2008).

Il a été démontré que 1’expression des proféines et des génes des antioxydants
tels la glutathion peroxydase (GPx), la superoxyde dismutase (SOD) et la catalase est
normalement trés faible dans les ilots de rongeurs (Robertson and Harmon, 2007). En
effet, les ilots de pancréas sont parmi les tissus présentant le moins d’activité et
d’expression extrinséque d’enzymes antioxydants (Grankvist et al., 1981 ; Robertson

and Harmon, 2007 ; Tiedge et al., 1997).

Cela veut dire que les 1lots de Langerhans seront probablement trés sensibles
aux blessures imposées par le stress oxydatif sous des conditions physiologiques
normales et que cela risque de s’aggraver lors de la cryoconservation. De fortes
teneurs en ERO sont reconnues pour réduire I’expression du géne de I’insuline et la
sécrétion d’insuline et entrainer également des dommages aux ilots (phénomenes
d’apoptose, mortalité, etc.) (Robertson and Harmon, 2007). Il serait donc fort
intéressant d’inclure des antioxydants dans les stratégies développées dans le but
d’améliorer la survie et I’activité métabolique des filots aprés cryoconservation.
Plusieurs études ont déja démontré que la cryopréservation des ilots de Langerhans
avec des antioxydants (tels que la curcumine et I’acide ascorbique) améliore la
libération de I’insuline induite par le glucose et augmente le contenu en insuline
comparativement au DMSO seul ou DMSO avec sérum de veau feetal, solution UW,

etc. (Arata et al., 2004 ; Janjic et al., 1996 ; Kanitkar and Bhonde, 2008).
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La mort des cellules par apoptose a déja été observée durant la
cryoconservation du sperme (Said et al., 2010), des cellules folliculaires (Zhang et
al., 2013), des cellules souches pluripotentes humaines (HPSCs) (Kurosawa, 2012),
etc. Il serait bien de pousser plus loin les études sur I’implication de I’apoptose dans
les mécanismes de toxicité cellulaire durant la cryoconservation. La cryoconservation
pourrait endommager les membranes, activer les récepteurs de mort comme TNFR
(Tumor Necrosis Factor Receptor) et Fas (APO-1 ou CD95) ou induire I’apoptose via
la voie mitochondriale ou suite a un stress du réticulum endoplasmique (RE).

Rappelons que le principal avantage a utiliser une technologie a base de
plantes pour la cryoconservation de cellules ou de cultures primaires en alternative au
DMSO est que I’extrait de protéines de blé est non toxique, exempt de gluten et de

produits animaux.

A l'issue des résultats prometteurs obtenus ici avec la lignée cellulaire
pancréatique INS832/13, nous sommes confiants que notre mélange pourra étre
adapté et optimisé a des cultures primaires d’flots de Langerhans. La concrétisation
d’un tel défi permettrait de pallier aux nombreuses contraintes énumérées dans
I’introduction, notamment la rareté d’ilots viables, de qualité et fonctionnels et
pourrait permettre le traitement plus efficace d’un plus grand nombre de patients
diabétiques de type I, de personnes atteintes de mucoviscidose et de pancréatite aigue

chronique.
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