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Transparisa(on et analyse 3D : applica(on à l’étude de la plas(cité adapta(ve 
des cellules bêta pancréa(ques

A. Liboz, B. Fève, C. Beaupère , G. Guillemain, B. Blondeau
INSERM UMRS_938 Centre de Recherche Saint-Antoine, Paris

De nombreuses études montrent une adapta(on de la masse de cellules bêta en réponse à l’insulinorésistance
(Homme et modèles murins) mais les mécanismes et les signaux impliqués dans ce processus restent inconnus.
Dans un modèle murin d’insulinorésistance sévère induite par la corScostérone, nous avons montré la mise en
place d’une adapta(on pancréa(que caractérisée par la forma(on de nouvelles cellules bêta ou néogenèse.
Une technique de quan(fica(on classique par immunomarquage sur coupes de pancréas met en évidence
l’augmentaSon du nombre et de la taille des îlots de Langerhans après 4 semaines de traitement (Fig.1).
Néanmoins, ceXe méthode présente plusieurs limites (échanSllonnage des coupes ; évènements invisibles en
2D ; biais liés au plan de coupe des îlots). Enfin, ceXe méthode ne permet d’avoir qu’une esSmaSon de la
quan(té totale des cellules bêta pancréaSques.

Modèle murin d’insulinorésistance sévère et méthodes d’analyse
L’insulinorésistance a été induite par un traitement à la cor(costerone (CORT ; 15mg/kg/j) de 4 semaines chez des souris C57BL6/J
âgées de 2 mois ; les souris contrôles sont notées VEH.
Les pancréas enSers ont été prélevés pour réaliser une analyse en 2 ou en 3 dimensions.
Analyse 2D : anScorps anS-insuline de souris (Sigma I2018) ; anScorps anS-souris couplé HRP (Jackson ImmunoResearch) révélée par
le DAB+ (Dako) ; analyse des lames sélecSonnées avec le système de microscope Leica DMRB équipé d’une caméra couleur couplée
au logiciel de mesure Leica Q500IW
Analyse 3D : anScorps anS-insuline de souris (Sigma I2018) ; anScorps anS-chromogranine A de lapin (Abcam ab45179) ; anScorps
anS-souris couplé Alexa 750 (Life Technologies A21037) ; anScorps anS-lapin couplé Alexa 546 ( Invitrogen A10040) ; acquisiSons
réalisées avec un macroscope à feuille de lumières Lavision Biotech UltraMicroscope II et reconstrucSon 3D avec le logiciel ARIVIS en
collaboraSon avec Julien FERNANDES et Dmitri ERSHOV de l’InsStut Pasteur

Objec(fs :

Introduc(on

Notre objecSf est de quanSfier le nombre total de cellules bêta et d’îlots de Langerhans, avec une analyse
non biaisée de la taille et de la distribu(on spa(ale des objets dans l'ensemble du pancréas.
Pour cela, nous avons développé un protocole de marquage et de transparisaSon de pancréas de souris
permeXant une analyse en 3D de l’organisa(on spa(ale des différentes populaSons cellulaires pancréaSques.

Analyse morphométrique en 2D : 
quan(fica(on de la néogenèse et de la proliféra(on

Fig.2 : Protocole de quanSficaSon classique par immunomarquage en 2D
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Fig.3 : Un traitement CORT de 4 semaine entraine une augmentaSon de la masse de cellules bêta (A ; B)
résultant d’une augmentaSon de la densité d’îlots (C), reflet de la néogenèse des cellules bêta, ainsi que de
la taille moyenne des îlots (D), reflet de la proliféra(on des cellules bêta.

Transparisa(on et analyse morphométrique en 3D :
applica(on au pancréas 

Recons(tu(on en 3D des acquisiSons sur pancréas enSer et calcul du
volume total de l’objet grâce à l’auto-fluorescence du Sssu (bleu)

Segmenta(on (isolement) des objet marqués selon
leur forme et leur taille :
Ex : îlots (rose) = patatoïdes

Comptage et classifica(on des îlots en foncSon de leur
volume propre (marquage chromogranine A)
et de l’intensité de fluorescence (marquage insuline)

Fig.4 : Protocole d’immunomarquage et transparisaSon sur pancréas enSer pour analyse en 3D

Fig.5 : Démarche de quanSficaSon et de classificaSon des îlots de Langerhans en 3D sur pancréas enSer

Conclusion
Nous avons validé notre technique d’immunomarquage et de transparisa(on pour la quanSficaSon du nombre total d’îlots de Langerhans sur pancréas en(er. Les premières analyses révèlent une quan(fica(on plus précise
ainsi qu’une meilleure résolu(on et sensibilité que l’étude en 2D.
CeXe nouvelle technique, consStuant une avancée technologique majeure dans l'analyse morphologique pancréaSque, permet une quanSficaSon fiable du nombre, de la taille et de la distribu(on spa(ale des îlots au sein du
pancréas dans notre modèle ainsi qu’une meilleure compréhension de la dynamique adapta(ve des cellules bêta pancréa(ques.
Les prochaines analyses permeXront de déterminer s’il existe des corrélaSons du type intensité de fluorescence/volume de l’objet ou dans la distance entre les canaux (réservoir présumé des précurseurs pancréaSques) et les îlots
néoformés. CeXe technique peut également être adaptée à l’étude d’autres organes endocrines contenant de mulSples types cellulaires tels que les surrénales ou la thyroïde.
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Fig.1: AdaptaSon pancréaSque en réponse à l’insulinorésistance sévère corSco-induite 


